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RESUMO 
 
 
A piscicultura está em plena expansão a nível mundial e nos últimos anos mostrando-
se um setor de destaque no agronegócio brasileiro. A criação intensiva de peixes em tanques-
rede tem sido uma prática comum e para controlar infecções bacterianas são rotineiramente 
empregados os antimicrobianos, entre esses o florfenicol (FFC), medicamento autorizado no 
Brasil para o uso em tilápias e seus híbridos. O Pacu (Piaractus mesopotamicus) é uma 
espécie que apresenta características zootécnias e aceitação de mercado muito boas e, 
assim, tem sido uma espécie atrativa para o produtor. O objetivo deste trabalho foi realizar um 
estudo de depleção do florfenicol em pacu para o estabelecimento do período de carência. 
Para tanto, foram desenvolvidos e validados métodos para a determinação de FFC e seu 
metabólito majoritário, florfenicol amina (FFA), em tecidos de peixes e água. Também foi 
desenvolvido método para a determinação de FFC em ração e foi avaliado a lixiviação do FFC 
da ração para a água. A determinação de FFC e FFA em músculo e pele de pacu foi realizada 
por cromatografia líquida de ultra alta eficiência associada a espectrometria de massas 
sequencial (UHPLC-MS/MS), usando o FFC-d3 como surrogate. O limite de quantificação do 
método foi de 10 ng g-1 para músculo e 50 ng g-1 para pele. A determinação de FFC e FFA 
em água dos tanques de cultivo de pacu foi realizada por um sistema de extração em fase 
sólida on-line ao UHPLC-MS/MS (SPE-UHPLC-MS/MS).  A quantificação do teor de FFC na 
ração foi realizada por UHPLC com detector de arranjo de fotodiodos. Estudos de lixiviação 
do FFC ração-água indicaram um t1/2 de 13 min. Para o ensaio de depleção, pacus, de peso 
médio de 794 g, receberam FFC via ração na dose de 10 mg/kg p.c., por dez dias 
consecutivos. Trinta pacus (alocados em dois tanques) não receberam o FFC e foram usados 
como controle. Os pacus foram distribuídos em 10 tanques de recirculação de água (15 peixes 
por tanque) e 10 peixes foram abatidos nos dias 1, 3, 6, 8, 10, 12 e 16 após o término do 
tratamento. O período de carência foi estimado pela curva de depleção no tempo em que o 
limite superior de tolerância unilateral de 95%, com um limite de confiança de 99% percentil 
foi menor ou igual ao limite máximo de resíduos de 1000 ng g-1 (para a somatória de FFC e 
FFA). O resultado foi de um período de carência de cinco dias (temperatura da água 25,8 ºC) 
ou 129 graus dias. 
 
 
Palavras chave: UHPLC-MS/MS, SPE-UHPLC-MS/MS, Depleção, Florfenicol, Florfenicol 
amina, pacu 
 
 
 
ABSTRACT 
 
 
Fish farming is in full expansion worldwide and in recent years has been a prominent 
sector of Brazilian agrobusiness. The intensive fish farming in net tanks has been a common 
practice and for control of bacterial infections antimicrobials have been used, among them 
florfenicol (FFC), the active pharmaceutical ingredient authorized in Brazil for use in tilapia and 
their hybrids. Pacu (Piaractus mesopotamicus) is a species that presents very good 
zootechnical characteristics and market acceptance and thus has been an attractive species 
for the producer. The objective of this work was to carry out a study of the depletion of 
florfenicol in pacu for the establishment of the withdrawal period. For that, methods for the 
determination of FFC and its major metabolite, florfenicol amine (FFA), in fish and water tissues 
were developed and validated. We also developed a method for the determination of FFC in 
feed and evaluated the feed FFC leaching to water. The determination of FFC and FFA in 
muscle and pacu skin was performed by ultra-high performance liquid chromatography 
associated with sequential mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) using FFC-d3 as surrogate. 
The limit of quantification of the method was 10 ng g-1 for muscle and 50 ng g-1 for skin. The 
determination of FFC and FFA in water from the pacu cultivation tanks was performed by an 
on-line solid phase extraction system to the UHPLC-MS/MS (SPE-UHPLC-MS/MS). Finally, 
medicated ration was prepared by dispersing the premix with FFC in vegetable oil and using a 
top-coating procedure. The quantification of FFC content in the diet was performed by UHPLC 
with photodiode array detector. Studies of leaching of the feed-water FFC indicate a t1/2 of 13 
min. For the depletion study, pacus, mean weight of 794 g, received FFC via feed at a dose of 
10 mg/kg b.w. for ten consecutive days. Thirty pacus (allocated in two tanks) did not receive 
the FFC and were used as control. The pacus were distributed in 10 water recirculation tanks 
(15 fish per tank) and 10 fish were slaughtered on days 1, 3, 6, 8, 10, 12 and 16 after the end 
of treatment. The established withdrawal time was five days (water temperature 25.8 ° C) or 
129 days. The same was estimated by the depletion curve at the time that the unilateral upper 
tolerance limit of 95% with a confidence limit of 99% percentile was less than or equal to the 
maximum residue limit of 1000 ng g -1 (for the sum of FFC and FFA). The withdrawal time for 
pacu is the same as for tilapia. 
  
 
 
Keywords: UHPLC-MS/MS, SPE-UHPLC-MS/MS, Depletion, Florfenicol, Florfenicol amine, 
pacu 
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Registration of Veterinary Medicinal Products). 
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I.1 Aquicultura 
 
 A aquicultura é por definição um processo de produção em cativeiro de 
espécies com habitat predominantemente aquático, como peixes, camarões, rãs, 
algas, entre outros. Ela pode ser dividida em aquicultura marítima e continental e é 
um dos setores da produção de alimentos que está em constante expansão no mundo 
(Macêdo, 2007).  
Segundo as Nações Unidas para a Agricultura e Alimentação (FAO, 2016) o 
crescimento do consumo de pescado em todo mundo foi de 3,2%, superando o 
crescimento populacional (1,6%). Outro dado reportado pela FAO, foi com relação a 
produção mundial aquícola, que continua em crescimento. No período de 2011 a 2016 
a produção passou de 61,8 para 80,0 milhões de toneladas. Na Figura I.1, é 
apresentado o crescimento da produção desde a década de 50 (FAO, 2016).  
 
Figura I.1 – Dados do crescimento da produção aquícola mundial no período de 1950 
– 2014 (adaptado de FAO, 2016).  
 A China é um importante produtor de alimentos provenientes da aquicultura, 
não somente na produção, como também no consumo per capita. Atualmente o 
consumo de alimentos oriundos da aquicultura da população chinesa ultrapassa os 
33 kg por pessoa por ano (dados registados em 2010). A China contribui com cerca 
de 62% da produção aquícola mundial e, deste montante, 34% é direcionado para o 
mercado interno. Em 2014, a China ocupou o primeiro lugar dos países produtores de 
produtos provenientes da aquicultura, (FAO, 2016).  
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No Brasil, dentre os produtos originados da aquicultura, os peixes, ou seja, 
produtos provenientes da piscicultura, representam 49% do total (Figura I.2). Deste 
montante, 26,5% são procedentes da aquicultura marinha, e os demais 22,5% da 
aquicultura continental. 
 
 
Figura I.2 - Importantes grupos dentro da aquicultura (SEBRAE, 2015). 
 
 A aquicultura brasileira vem ganhando destaque nos últimos anos. O grande 
aumento no consumo de pescado no Brasil demonstra a expansão desta atividade no 
país. Dados apresentados pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE) 
aponta o contínuo crescimento da aquicultura brasileira. A produção de peixes 
ultrapassou 500 mil toneladas (507,12 mil) em 2016, representando um aumento de 
4,4% comparado ao ano anterior (IBGE, 2016). 
 O imenso território brasileiro, a ampla disponibilidade hídrica e o clima tropical 
e sub-tropical, favorecem a atividade aquícola para diferentes tipos de cultivos como 
em tanques e tanques-rede dispostos diretamente em rios.  Já para a marinocultura, 
são cerca de 8.500 km de faixa costeira que tem potencial de uso e podem contribuir 
para a expansão dessa modalidade da aquicultura no Brasil (Kubitza, 2015). 
 
I.2 Piscicultura 
 
 A piscicultura é um ramo da aquicultura que visa o cultivo de peixes, de 
espécies marinhas ou de água doce. Essa, pode ser classificada em quatros 
diferentes tipos: extensiva, semi-intensiva, intensiva e super-intensiva. 
Crustáceos, 7%
Moluscos, 17%
Plantas 
Aquáticas, 27%
Peixes, 49%
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%
22 
 
 
 De forma resumida, a produção extensiva possui uma densidade de estocagem 
menor que as demais, aproximadamente 2.000 peixes/ha, a alimentação dos peixes 
se dá de forma natural e não existe um controle da qualidade da água. O sistema de 
produção semi-intensivo possui uma densidade de estocagem de 20.000 peixes/ha, 
com parciais controles da qualidade da água e a alimentação ocorre de forma natural 
e suplementar. A produção intensiva de peixes, possui uma alimentação e qualidade 
da água totalmente controlada, e a sua densidade de estocagem varia de 10.000 a 
100.000 peixes/ha. Por fim, o sistema superintensivo possui uma elevada densidade 
de estocagem, sendo esta expressa em biomassa/m3. Neste sistema, a renovação de 
água é de extrema importância e a ração deve ser nutricionalmente completo (Ribeiro 
et al., 2012). No Brasil o sistema de produção mais abrangente é o semi-intensivo 
representado por 95% da produção. 
Segundo dados reportados pela FAO, o Brasil poderá atingir o topo da lista de 
produtores mundiais de pescado até 2030, sendo capaz de atingir um crescimento na 
produção de 46,6 % em relação ao ano de 2016 (FAO, 2018). 
 No ranking das espécies de peixes produzidas mundialmente, os três primeiros 
lugares são ocupados por duas diferentes espécies de carpas, a Chinesa (Cyprinus 
carpio) e a prateada (Hypophthalmichthys molitrix). Em quarto lugar segue a tilápia do 
Nilo (Oreochromis niloticus). Entretanto, o salmão do atlântico (Salmo salar), que 
segue em oitava posição, tem um valor comercial que representa metade das 
arrecadações obtidas com as três espécies ocupantes dos primeiros lugares juntas, 
cerca de 10 milhões de dólares (FAO, 2014). 
 No Brasil a piscicultura é representada em 83% pelas tilápias e pelo grupo dos 
peixes redondos (tambaqui, tambacu, pacu e tambatinga). Entretanto, somente as 
tilápias contribuem com 47% da produção nacional (SEBRAE, 2015). 
Segundo dados divulgados pela Associação Brasileira da Piscicultura, no ano 
de 2017, a piscicultura nacional produziu 697 mil toneladas de peixes, das quais 
397.639 toneladas de tilápias e 302.235 toneladas de peixes redondos (Pacu, 
Tambaqui, Tambacu) (PeixeBR, 2018). 
 
I.3 Produtos veterinários na aquicultura 
 
 A utilização de sistemas de cultivo com alta densidade de estocagem, cria 
condições que favorecem a introdução e o desenvolvimento de patógenos e parasitas. 
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Desta forma, a utilização de medicamentos veterinários tornou-se uma prática 
rotineira e indispensável na criação de peixes. Os insumos farmacêuticos ativos (IFA) 
permitidos variam de país para país. 
 Diante da preocupação com a crescente demanda do uso de medicamentos 
veterinários na aquicultura, a Agência Norte Americana de Administração de 
Alimentos e Medicamentos (FDA, Food and Drug Administration) tem avaliado a 
segurança e eficácia destas substâncias. Uma lista dos insumos farmacêuticos ativos 
de uso aprovado na aquicultura nos Estados Unidos pela FDA é apresentada na 
Tabela I.1. 
Uma importante característica da aquicultura está no número limitado de 
antimicrobianos autorizados nos diferentes países. Na Tabela I.2 são mostrados os 
antimicrobianos de uso aprovado na aquicultura em diferentes países. 
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Tabela I.1 – Insumos farmacêuticos ativos com uso aprovado para aquicultura nos 
Estados Unidos – (FDA, 2018). 
Fármaco Nome IUPAC Forma de aplicação 
Cloramina-T N-Cloro-4-metilbenzenosulfonamida de sódio 
Imersão 
Formalina  
(Metanal 40%) 
Metanal 
Peróxido de 
hidrogênio 
Peróxido de hidrogênio 
Cloridrato de 
oxitetraciclina 
4-(Dimetilamino) -1,4,4a, 5,5a, 6,11,12a-octa-
hidro-3,5,6,10,12,12a-hexa-hidroxi-6-metil-
1,11-dioxo-2- 
cloridrato de naftalenocarboxamida 
Metanossulfonato de 
tricaina 
Metanossulfonato de 3-(etoxicarbonil) anilínio 
Gonadotrofina 
coriônica 
Gonadotrofina coriônica Injetável 
Florfenicol 2,2 – Dicloro-N-[(1R,2S)-3-fluor-1-hidroxi-1-(4-metilsulfonilfenil)propano-2-il]acetamida 
Oral Oxitetraciclina diidratada 
4-(Dimetilamino) -1,4,4a, 5,5a, 6,11,12a-octa-
hidro- 3,5,6,10,12,12a-hexa-hidroxi-6-metil-
1,11-dioxo-2-cloridrato de 
naftalenocarboxamida 
Sulfadimetoxina / 
ormetoprim 
4-amino-N- (2,6-dimetoxi-4-pirimidinil) 
benzenossulfonamida 
 
Tabela I.2 – Fármacos veterinários, da classe dos antimicrobianos, com uso aprovado 
na aquicultura (Figueiredo, 2018; Mo et al., 2017; Rodgers & Furones, 2009). 
 
País 
Antimicrobiano 
Reino Unido Oxitetraciclina, ácido oxolínico, amoxicilina, co-trimazina 
Noruega 
Benzilpenicilina, florfenicol, flumequina, ácido oxolínico, oxitetraciclina, 
co-trimazina 
Estados 
Unidos 
Sulfadimetoxina+ormetropim, oxitetraciclina, florfenicol 
Brasil Florfenicol e oxitetraciclina 
China Clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina, sulfonamidas e trimetoprim 
Chile Amoxicilina, eritromicina, flumequina, oxitetraciclina e Florfenicol 
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 I.4 Antimicrobianos na produção de peixes 
 
 Desde 1928, com a descoberta da penicilina, os antimicrobianos têm sidos 
amplamente utilizados tanto na medicina humana como veterinária. Das diversas 
categorias existentes dos insumos farmacêuticos ativos utilizados na aquicultura, a 
classe dos antimicrobianos é de longe a mais utilizada. Os antimicrobianos são 
utilizados para prevenir ou tratar infecções bacterianas. Esses compostos 
compreendem diferentes classe, entre essas:  
 Beta-lactâmicos, destacando a amoxicilina empregada para o controle de 
doenças causadas por Aeromonas sp., sendo administrado por via oral em 
rações medicadas em uma dose que pode variar de 80 a 160 mg kg-1 p.c. por 
um período de 10 dias;  
 Macrolídeos, destacando a eritromicina, utilizada no combate da doença renal 
bacteriana em salmão causada por Renibacterium salmoninarum, sendo 
administrada via oral em uma dose que varia de 50 a 100 mg kg-1 p.c. por um 
período de aproximadamente 21 dias;  
 Tetraciclinas, destacando a oxitetraciclina que tem ação para um amplo 
espectro de bactérias Gram positivas e Gram negativas, sendo administradas 
em doses que variam de 50 a 125 mg kg-1 p.c. por um período de 7 a 10 dias;   
 Quinolonas, destacando a flumequina, o ácido nalidíxico, o ácido primomídico 
e o ácido oxolínico e as fluoroquinolonas, como a sarafloxacina, para o 
tratamento de infecções causadas por bactérias Gram negativas; A 
sarafloxacina é administrada pela ração com uma dose de 10 mg kg-1 p.c. por 
5 dias; 
 Sulfonamidas, destacando a sulfadiazina em associação a trimetoprima, 
usadas para o controle de furunculose (Areomonas salmoninicida), vibriosis 
(Vibiro spp., Cytophaga spp., Flexibacter spp.) e para a doença da boca 
vermelha (Yersinia ruckeri). A dose recomendada é de 30 a 75 mg kg-1 p.c. por 
um período de 5 a 10 dias; 
 Anfenicóis, com destaque para o florfenicol que apresenta um amplo espectro 
de ação e é comumente administrado via ração medicada em doses que variam 
de 10 a 20 mg kg-1 p.c. por um período de 10 dias para o tratamento de 
furunculose em salmão (Armstrong et al., 2005). 
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 Os antimicrobianos podem ser empregados com a finalidade terapêutica, 
profilática ou metafilática. No entanto, a profilaxia na aquicultura tornou-se uma prática 
comum devido ao aumento do uso de sistemas super-intensivos como alternativa na 
produção de peixes.  
 O uso indiscriminado de antimicrobianos tem preocupado órgãos mundiais 
como também a comunidade científica pela possibilidade da transferência de genes 
resistentes. A utilização generalizada destes antimicrobianos já foi associada com o 
desenvolvimento de resistência a antimicrobianos em cepas de Aeromonas 
hydrophila, A. salmonicida, Edwardsiella tarda, E. ictaluri, Vibrio anguillarum, V. 
salmonicida, Pasteurella piscicida e Yersinia ruckeri (Canada-Canada et al., 2009) 
 Portanto, a utilização de antimicrobianos deve ser de forma controlada e devem 
ser seguidas as boas práticas veterinárias, a fim de se reduzir a disseminação de 
resistência de bactérias patogênicas ou da flora intestinal dos peixes e de outros 
organismos cultivados, além de evitar o risco da presença de resíduos nos alimentos 
destinados ao consumo humano. 
 No Brasil, segundo o Compêndio de Produtos Veterinários, publicado pelo 
Sindicato Nacional da Indústria de Produtos para Saúde Animal (SINDAN), existem 
apenas 8 diferentes formulações de produtos veterinários registrados para uso em 
peixes, sendo destes dois antimicrobianos (Tabela I.3). Embora o sulfato de neomicina 
conste na lista do SINDAN, esse antimicrobiano não tem uso autorizado pelo MAPA 
(SINDAN, 2018). 
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Tabela I.3 – Produtos veterinários para piscicultura registrados no SINDAN. 
Nome da 
formulação 
Empresa Espécie 
Insumo farmacêutico 
ativo 
Classe 
Farmacêutica 
Aquaflor 50% 
premix 
Intervet do Brasil 
Veterinária LTDA peixes Florfenicol antimicrobiano 
Colistin 
Sulphate 10 
Biogenic Group 
Ind. Com. LTDA peixes Sulfato de colistina 
promotor de 
crescimento 
Difluron 
Champion 
Farmoquímico 
LTDA 
aves; 
bovinos; 
suínos; 
peixes 
Diflubenzurom inseticida 
FF-50 
Farmacologia em 
aquicultura 
veterinária LTDA 
peixes Florfenicol antimicrobiano 
Fungikol Quinabra Química Natural Brasileira todas Proprionato de cálcio antifungico 
Labcon Bacter 
Ind. Com. De 
Alimentos 
desidratados 
peixes Sulfato de neomicina antimicrobiano 
 
Masoten 
 
Bayer S.A. peixes Triclorfone anti-parasitário 
TM-700 
Phibo Saúde 
Animal 
Internacional 
LTDA 
aves; 
suínos e 
peixes 
Cloridrato de 
oxitetraciclina antimicrobiano 
 
  
No Brasil tem-se dois antimicrobianos registrados no Ministério da Agricultura, 
Pecuária e Abastecimento (MAPA) para peixes: o florfenicol (autorizado para tilápias 
e seus híbridos) e a oxitetraciclina (autorizado para bagres e salmonídeos).   
 
I.5 Ocorrência de antimicrobianos em peixes e no ambiente 
 
 O uso de medicamentos veterinários em animais produtores de alimentos pode 
levar a resíduos nestes produtos e impõe um risco à saúde pública. Em adição, os 
insumos farmacêuticos ativos e/ou metabólitos são excretados pelos animais tratados 
e chegam ao ambiente pelas fezes e urina e podem impactar, desta forma, o ambiente.  
 Os dois cenários têm sido discutidos intensamente no meio científico e nas 
agências reguladoras o que levou, nos últimos anos, a um extenso levantamento de 
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informações sobre a presença de resíduos de medicamentos veterinários em 
alimentos e matrizes ambientais. 
Nos últimos anos os antimicrobianos têm ganhado atenção especial pela 
possibilidade da resistência bacteriana.  
 Na Tabela I.4 são apresentados níveis de concentração de antimicrobianos 
determinados em peixes e matrizes ambientais.  
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Tabela I.4 – Ocorrência de antimicrobianos em peixes, sedimentos e água. 
Fármaco Concentração Matriz Pais Referência 
Cloranfenicol 0,40a  Peixe marinho Canada (Tittlemier et al., 2007) 
Ciprofloxacina 
5,67 - 20,34b Peixe Egito (Rezk et al., 2015) 
1,7 - 12,5b  Peixe China (Gao et al., 2012) 
2,2 - 33,3b  Peixe China (He et al., 2016) 
Difloxacina 10,3
a  Água superficial China (Gao et al., 2012) 
0,2 - 8,2a  Peixe China (Gao et al., 2012) 
Enrofloxacina 
<10a  Peixe Espanha (Lopes, et al. 2012) 
0,2 - 50,8a  Peixe China (Gao et al., 2012) 
1,7 - 51,9a  Peixe China (He et al., 2016) 
3,0 - 9,1a  Sedimento China (Gao et al., 2012) 
67,3 – 2339a  Sedimento Tailândia (Rico et al., 2014) 
2,6a  Sedimento China (Chen et al., 2015) 
1590b Água Tailândia (Rico et al., 2014) 
1,9 - 2,3b  Água Marinha China (Chen et al., 2015) 
Eritromicina 
1,4 - 7,7b  Água marinha China (Chen et al., 2015) 
2,0 - 2,5b  Água superficial China (Gao et al., 2012) 
2,3 - 19,2b  Água  China (Zheng et al., 2012) 
3,7 - 4,8a  Sedimento China (Chen et al., 2015) 
5,0 - 45,1a  Peixe China (Gao et al., 2012) 
Fleroxacina 0,2 - 0,6a  Peixe China (Gao et al., 2012) 
Florfenicol 
0,6 - 3,4a  Peixe Espanha (Azzouz et al., 2011) 
524,8a  Peixe Brasil (Monteiro, 2014) 
70,85a Peixe Egito (Rezk et al., 2015) 
Flumequina 0,1 - 578,8a  Sedimento Itália (Lalumera et al., 2004) 
Lomefloxacina 0,9
b  Água superficial China (Gao et al., 2012) 
0,3 - 2,3a  Peixe China 
Mebendazol < 10a  Peixe Espanha (Gao et al., 2012) 
Norfloxacina 
32,1 - 236,8b  Água superficial China (Gao et al., 2012) 
0,5 - 63,5a  Peixe China (Gao et al., 2012) 
3,1 - 100,5a  Peixe China (He et al., 2016) 
12,4 - 166,0a  Sedimento China (Gao et al., 2012) 
Ofloxacina 
0,8 - 1,2b  Água Marinha China (Chen et al., 2015) 
34,9 - 48,9b  Água superficial China (Gao et al., 2012) 
1,2a  Sedimento China (Chen et al., 2015) 
2,8 - 10,6a  Sedimento China (Gao et al., 2012) 
0,4 - 10,5a  Peixe China (Gao et al., 2012) 
a: concentração em ng g-1; b: concentração em ng L-1 
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Tabela I.4 – Ocorrência de antimicrobianos em peixes, sedimento e água (continuação). 
Fármaco Concentração Matriz País Referência 
Oxfenidazol < 10a Peixe Espanha (Lopes et al., 2012) 
Oxitetraciclina 
17,8 – 15163b Água Marinha China (Chen et al., 2015) 
1760 – 3050b Água Tailândia (Rico et al., 2014) 
61,6 - 1162,1a Peixe Brasil (Monteiro, 2014) 
60,0a Peixe Espanha (Chafer-Pericas et al., 2010) 
0,1 - 246,3b Sedimento Italia (Lalumera et al., 2004) 
5,95 – 2119b Sedimento Tailândia (Rico et al., 2014) 
17,8 – 15163a Água Marinha China (Chen et al., 2015) 
Sulfadiazina 
1,3 - 1,5b  Água Marinha 
China 
(Chen et al., 2015) 
2,3 - 19,2b  Água  (Zheng et al., 2012) 
3,3 - 10,8b  
Água 
superficial 
(Gao et al., 2012) 
11,1 - 85,2b  Peixe (He et al., 2016) 
Sulfadimidina 27,8 - 84,3a Peixe China (He et al., 2016) 
Sulfamerazina 
4,4b  
Água 
superficial 
China (Gao et al., 2012) 
30 – 130a  Peixe Eslovênia (Šinigoj-Gačnik et al., 2005) 
Sulfametazina 
6,8b  
Água 
superficial China 
(Gao et al., 2012) 
0,5 - 2,8a  Sedimento China (Gao et al., 2012) 
0,1 - 68,0a  Peixe China (Gao et al., 2012) 
Sulfametoxazol 
0,9 - 5,9b  Água Marinha China (Chen et al., 2015) 
2,3 - 19,2b  Água  China (Zheng et al., 2012) 
24,9 - 39,4b  
Água 
superficial China 
(Gao et al., 2012) 
4,0b 
0 - 2390b 
Água 
superficial Vietnã 
(Le & Munekage, 2004) 
40 - 5570b Água Vietnã (Le & Munekage, 2004) 
20,0 - 26,9a  Peixe China (He et al., 2016) 
10a Peixe Eslovênia (Šinigoj-Gačnik et al., 2005) 
4,77 - 820,49a Sedimento Vietnã (Le & Munekage, 2004) 
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Tabela I.4 – Ocorrência de antimicrobianos em peixes, sedimentos e água (continuação). 
Fármaco Concentração Matriz País Referência 
Sulfamonometoxina 
< 0,8b  Água Marinha China (Chen et al., 2015) 
30a Peixe Eslovênia 
(Šinigoj-Gačnik et al., 
2005) 
0,3a  Peixe China (Gao et al., 2012) 
Sulfapiridina 3,3a Peixe China (Gao et al., 2012) 
Sulfatiazol 0,1 – 3,2a Peixe China (Gao et al., 2012) 
Sulfisoxazol 0,3 – 996,3a Peixe China (Gao et al., 2012) 
Tetraciclina 
2305b Água Marinha China (Chen et al., 2015) 
7,7a Peixe Brasil (Monteiro, 2014) 
Tiabendazol < 10a  Peixe Espanha (Lopes et al., 2012) 
Trimetoprim 
3,8 - 36,9b  Água Marinha China (Chen et al., 2015) 
80 - 1040b Água superficial Vietnã (Le & Munekage, 2004) 
80 - 2030b Água Vietnã (Le & Munekage, 2004) 
9,02 - 734,61a Sedimento Vietnã (Le & Munekage, 2004) 
a: concentração em ng g-1; b: concentração em ng L-1. 
 
Quanto a presença de resíduos de fármacos veterinários em alimentos, os 
países preconizam limites máximos de resíduos nos tecidos para garantir a segurança 
dos alimentos. 
 Os produtos veterinários empregados na piscicultura podem ser aplicados pelo 
método de imersão, ou seja, lançados diretamente no corpo aquático ou por via oral, 
com a incorporação na ração. De modo geral, todos os peixes da criação recebem a 
medicação e em apenas casos isolados são tratados individualmente. Sendo assim, 
os fármacos e/ou seus metabólitos atingem a água superficial, podendo contaminar a 
água, sedimento e espécies não alvo. Dependendo das propriedades físico-químicas 
do fármaco, como estrutura molecular, massa molar, solubilidade, hidrofobicidade, 
entre outros, esses podem se acumular nos sedimentos. Um importante fator a ser 
considerado quando o fármaco é administrado via ração é pode ocorrer a lixiviação 
deste da ração para a água (Armstrong et al., 2005).  
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I.6 Florfenicol na piscicultura 
 
 O florfenicol (FFC), cuja estrutura e propriedades físico-químicas estão 
apresentadas na Figura I.3, é um antimicrobiano sintético de amplo espectro de ação, 
atuando sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O mecanismo de ação do 
FFC se dá pela ligação à subunidade ribossômica bacteriana 50S e inibição da síntese 
de proteínas no estágio da peptidiltransferase (Schering-Plough, 2004). 
 O FFC é estruturalmente relacionado ao D(-)treo cloranfenicol, diferindo deste 
pela presença de um grupo sulfometil em vez do gupo p-nitro e pela presença de um 
átomo de fluor no lugar do grupo hidroxila na função do álcool primário do 
cloranfenicol. Essas alterações diminuíram os efeitos colaterais observados para o 
cloranfenicol e promoveram um aumento da eficácia em concentrações menores 
(Schering-Plough, 2004). 
 
 
 
 
Massa molara: 358,21 g mol-1 
pka1 6,84 e pKa2 13,6b 
 log Kowa: -0,04 
 Solubilidade em águaa 5,9 g L-1 (pH 7, 
Temperatura de 25 ºC) 
 
Figura I.3 – Estrutura química do florflenicol e algumas propriedades físico-químicas. 
aCalculado usando o Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V11.02 
(© 1994-2018 ACD/Labs). bDrugbank (ChemAxon). 
 
 O FFC tem seu uso aprovado em 25 países para uma grande variedade de 
espécies de peixes (Gaunt et al., 2012). 
O produto veterinário contendo florfenicol comercializado no Brasil pela Shering 
Plough, o Aquaflor® 50% Premix, é indicado para o tratamento da septicemia 
hemorrágica bacteriana, causada pela bactéria Aeromonas sp e para a 
estreptococose, causada pela bactéria Streptococcus agalactiae em espécies de 
tilápia e seus híbridos. Também é indicado para o tratamento da doença da boca 
vermelha, causada pela bactéria Yersinia ruckeri em truta arco-íris. Segundo Lim et 
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al. (2010) o FFC é largamente empregado na piscicultura por ser eficaz contra a 
maioria das bactérias patogénicas de peixes, que incluem Photobacterium damsela 
(subsp. Piscicida), Vibrio anguillarum, Aeromonas hydrophila, Aeromonas 
salmonicida, Edwardsiella ictaluri e Edwardsiella tarda. 
A dose recomendada de FFC para peixes é de 10 mg/kg p.c. por 10 dias 
consecutivos. A administração é oral pela ração, na qual o premix é adicionado por 
top coating à ração. No top coating, o medicamento é adicionado na superfície da 
ração que será ofertada. 
 
I.7 Absorção, distribuição, metabolismo e excreção (ADME) do florfenicol 
 
Estudos farmacocinéticos do FFC foram realizados em mamíferos, incluindo 
bezerros (Sams, 1994; Varma et al., 1986), bovinos (Lobell et al., 1994) ovinos (Lane 
et al., 2004), suínos (Li et al., 2006) e frangos (Anadon et al., 2008).  
Foi verificado que em bezerros medicados com uma dose de florfenicol de 20 
mg/kg p.c. por via intramuscular, 64% da dose foi excretada na urina. Florfenicol 
amina, florfenicol álcool, florfenicol ácido oxâmico e monocloro florfenicol foram 
identificados como metabólitos. O florfenicol amina é o metabólito principal encontrado 
no fígado em bovinos e pode ser usado como resíduo marcador para o 
estabelecimento do período de carência (Sams, 1994). Em um estudo conduzido por 
Varma et al., (1986), 50% da dose administrada de FFC por via oral ou intravenosa a 
bezerros fêmeas (Holstein) foi recuperada como florfenicol na urina nas primeiras 30 
h.  
Um estudo reportado pela EMA (Agência Europeia de Medicamentos), no qual, 
frangos receberam doses múltiplas por via oral de 14C-florfenicol (20 mg/kg p.c. por 3 
dias), indicaram que o florfenicol radiomarcado administrado, foi excretado em um 
período de sete dias. No sétimo dia após a última administração do fármaco, foram 
determinadas 42% de florfenicol, 25% de florfenicol amina, 5% de florfenicol ácido 
oxâmico e 10% de florfenicol álcool; três compostos radioativos permanecerem sem 
identificação (EMEA, 2001). 
São propostas duas possíveis rotas de biotransformação do FFC em 
mamíferos: a primeira pela formação do metabólito monocloro florfenicol e a segunda 
formando o metabólito florfenicol álcool. As duas vias levam ao metabólito principal, o 
florfenicol amina. A rota metabólica do FFC está apresentada na Figura I.4.  
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Figura I.4 – Metabolismo do florfenicol. Adaptado de Anadon et al. (2008). 
 
Em um outro estudo, realizado também com frangos, os quais receberam uma 
dose de FFC, via oral de 40 mg/kg p.c. por 3 dias consecutivos, foram identificados 
florfenicol e florfenicol amina no fígado e rins por um período de até 7 dias (Anadon et 
al., 2008). Os autores estimaram um período de carência de 6 dias para atender o 
limite máximo de resíduo (MRL, maximum residue limit) preconizado pela União 
Europeia. 
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Estudos de absorção, distribuição, metabolismo e excreção (ADME) também 
foram realizados em peixes. Um estudo em salmão do Atlântico (Salmo salar) 
empegando FFC radiomarcado foi reportado por Horsberg et al., (1994). O fármaco 
radiomarcado foi misturado em óleo e disperso na ração. Os peixes (peso de 140  
19 g), mantidos em água marinha a uma temperatura de 8,5 a 11,5 ºC, receberam por 
gavage uma dose única de 10 mg/kg p.c. de FFC, correspondendo a 1119,05 µCi/kg 
p.c. Amostras de músculo foram coletadas de 6 h até 3 dias após administração do 
fármaco. A concentração máxima de FFC e florfenicol amina determinada no músculo 
foi de 6,1 µg g-1, sendo deste total, 80% de FFC. Ainda, foi verificado que a 
concentração do florfenicol diminuiu para 20% após 3 dias da última administração do 
fármaco, enquanto que a concentração de florfenicol amina aumentou para 
aproximadamente 70%. Os resultados indicaram que o FFC é bem absorvido do 
intestino no salmão do Atlântico e distribuído para todos os órgãos e tecidos. As 
concentrações são maiores no músculo e sangue e menores na gordura e cérebro. O 
composto é rapidamente metabolizado para FFA, sendo este o metabólito principal, 
assim como verificado em mamíferos. 
 Feng et al., (2009) realizaram um ensaio para avaliar a distribuição e eliminação 
de FFC em tilápia (Oreochromis niloticus) e (Orechromis caureus), sendo a primeira 
espécie de cultivo em água doce e a segunda em água marinha. A temperatura da 
água foi de 28 ºC e os peixes receberam uma dose oral única de FFC de 10 mg/kg 
p.c. Os autores concluíram que a salinidade da água exerce um papel importante na 
eliminação do FFC. A eliminação do FFC nos peixes mantidos em água salgada foi 
mais rápida do que aqueles mantidos em água doce. A principal via de excreção é 
biliar nas tilápias mantidas em água doce e pela guelra nas mantidas em água salina.  
 Park et al., (2006) estudaram a farmacocinética do florfenicol e florfenicol amina 
em bagre coreano (Silurus asotus) e concluíram que essa é similar a reportada por 
Horsberg et al., (1994) em salmão do Atlântico.  
 
I.8 Aspectos regulatórios de segurança de alimentos 
 
O produto de uso veterinário é toda substância química, biológica, 
biotecnológica ou preparação manufaturada cuja administração seja aplicada de 
forma individual ou coletiva, direta ou misturada com os alimentos, destinada à 
prevenção, ao diagnóstico, à cura ou ao tratamento das doenças dos animais, 
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incluindo os aditivos, suprimentos promotores, melhoradores da produção animal, 
medicamentos, vacinas, antissépticos, desinfetantes de uso ambiental ou 
equipamentos, agrotóxicos e todos os produtos que, utilizados nos animais ou no seu 
habitat, protejam, restaurem ou modifiquem suas funções orgânicas e fisiológicas, 
bem como os produtos destinados ao embelezamento dos animais.  
O registro de produtos de uso veterinário no Brasil é de competência do 
Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA). O decreto-lei 467/1969 
dispõe sobre a fiscalização de produtos de uso veterinário e dos estabelecimentos 
que os fabriquem e a Portaria SDA nº 74 de 11 de junho de 1996 disponibiliza o roteiro 
para elaboração de relatórios técnicos visando o registro de produtos: biológicos, 
farmacêuticos, farmoquímicos, e de higiene e/ou embelezamento de uso veterinário 
(CEDI, 1969; MAPA, 1996). 
 Os produtos de origem animal proveniente de animais tratados com 
medicamentos veterinários podem conter resíduos dos insumos farmacêuticos e/ou 
seus metabólitos, o que leva a um risco a saúde do consumidor. Sendo assim, se faz 
necessária a prática de medidas que visam a segurança de alimentos e que permitam 
o controle dos resíduos que possam promover risco a saúde do consumidor. A 
segurança de alimentos é uma preocupação mundial, tanto no que concerne ao 
mercado interno, como também com relação á competitividade no mercado externo. 
 Para comprovar a segurança de alimentos, face a presença de resíduos de 
medicamentos veterinários em alimentos, devem ser realizados estudos toxicológicos 
de acordo com diretrizes publicadas em referências internacionais, como a 
Organização para a Cooperação Econômica e o Desenvolvimento (OECD) e a 
Cooperação Internacional sobre Harmonização de Requisitos Técnicos para o 
Registro de Medicamentos Veterinários (VICH, Internacional Cooperation on 
Harmonization of Technical Requirements for Registration of Veterinary Medicinal 
Products) para que possam ser estabelecidos os valores da ingestão diária aceitável 
(ADI, acceptable daily intake) e  limites máximos de resíduos (MRL, maximum residue 
limit). Por definição o MRL é a concentração máxima (expressa em mg/kg ou mg/L) 
que se permite legalmente ou que se reconheça como admissível em um alimento e 
é baseado no princípio de que o resíduo presente no alimento não deva induzir um 
efeito adverso à saúde humana considerando a ingestão diária aceitável.  
 A ADI é uma estimativa da quantidade de resíduo que pode ser ingerido 
diariamente ao longo da vida sem risco para a saúde do consumidor. A ADI e o MRL 
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normalmente são estabelecidos a partir de dados de estudos toxicológicos, 
farmacológicos e/ou microbiológicos disponíveis na época da avaliação e essa 
avaliação é conduzida pelo Comitê FAO/WHO de Peritos em Aditivos Alimentares 
(JECFA, Joint Expert Committee on Food Additives). O JECFA é um comitê científico 
de peritos internacionais administrado em conjunto pela Nações Unidas para 
Agricultura e Alimentação (FAO) e pela Organização Mundial da Saúde (WHO) e é 
um órgão assessor do Codex Alimentarius. Na União Europeia as avaliações de risco 
são realizadas por um Comitê Científico de Peritos da Autoridade Europeia para a 
Segurança dos Alimentos (EFSA, European Food Safety Authority). A EFSA foi criada 
pelo Conselho e pelo Parlamento Europeu, em 2002, em decorrência de uma série de 
incidentes graves de segurança de alimentos que tiveram impacto na saúde humana 
e abalaram a confiança pública.  
 De maneira sumária, a ADI é calculada a partir do nível de efeito adverso não 
observado (NOAEL, no-observed adverse effect level) na espécie animal mais 
sensível dividido por um fator de segurança que leva em consideração fatores de 
incerteza como variabilidade intra e inter-espécie.  
 Para os antimicrobianos, adicionalmente a ADI toxicológica é estabelecida uma 
ADI microbiológica em base em testes de sensibilidade com microrganismos 
relevantes para a flora intestinal humana (EMEA, 2000). 
 O MRL é estabelecido a partir de curvas de depleção do resíduo marcador no 
tecido animal, levando em consideração o emprego do produto de uso veterinário de 
acordo com as boas práticas veterinárias e o período de carência. Uma vez 
estabelecido um valor de MRL, esse é usado para avaliação de risco decorrente da 
exposição pela dieta e, no caso de ultrapassar o valor da ADI, é ajustado. Portanto, o 
estabelecimento do MRL é um processo iterativo. 
O Brasil ainda não realiza avaliações toxicológicas de fármacos veterinários em 
alimentos de origem animal e adota os valores de MRL sugeridos pelo Codex 
Alimentarius ou, na ausência de valores no Codex, os de outros países, como EUA, 
Comunidade Europeia, Austrália e Nova Zelândia ou Japão.  
A ANVISA implementou um programa para o controle e fiscalização de resíduos 
de medicamentos veterinários em alimentos, o PAMVet (Programa de Análise de 
Resíduos de Medicamentos Veterinários em Alimentos de Origem Animal). Esse 
programa é fruto de recomendações de um fórum de discussão promovido pela 
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ANVISA em 2000 e 2001 (RDC nº 5/2000), no qual participaram profissionais do 
governo e da sociedade civil e foi iniciado em 2002 (ANVISA, 2001).  
Para o gerenciamento de risco foi criado pelo MAPA o Plano Nacional de 
Controle de Resíduos e Contaminantes em produtos de origem animal (PNCRC) que 
tem o objetivo de promover segurança química dos alimentos de origem animal 
produzidos no Brasil. O Programa foi instituído pela Portaria Nº 51 de 06 de Maio de 
1986 e adequado pela Portaria Nº 527 de 15 de Agosto de 1995 e visa garantir a 
saúde do consumidor por meio do monitoramento de resíduos de medicamentos 
veterinários em produtos de origem animal (leite, carne, pescado e mel).  Uma das 
metas do PNCRC é a verificação do uso dos medicamentos veterinários segundo as 
boas práticas veterinárias (PNCRC, 2017).  
O plano de amostragem do PNCRC inclui o monitoramento do florfenicol em 
pescado, mas não incluiu o florfenicol amina, que de fato é o metabólito majoritário e 
resíduo marcador. No ano de 2017, o florfenicol foi monitorado em peixes de cultivo e 
camarão, atribuindo um limite de referência de 1000 µg kg-1 (PNCRC, 2017). 
 
I.9 Pacu (Piaractus mesopotamicus) 
 
 O pacu (Piaractus mesopotamicus), também conhecido como pacu-caranha, 
pertencente à classe Osteichthyes, ordem Characiformes e família Characidae é 
originário da Bacia do Rio da Prata e está entre as três principais espécies mais 
cultivadas no Brasil (Alencar, 2012). Ele tem um corpo ovalado e estreito e pode atingir 
um metro de comprimento e peso de 20 kg e possui dentes truncados e ticúspides  
 Enquanto que em 2001 foram produzidas 14.821 toneladas de pacu, em 2015 
a produção passou a 198.000 toneladas, o que demonstra a importância da criação e 
aceitação desta espécie no mercado nacional. O principal fator que contribuiu para 
essa expansão foi a retomada produtiva do estado de Rondônia. 
 Peixes tropicais, como o pacu, idealmente são produzidos em águas de 
temperaturas elevadas (27 a 30 °C), nas quais os peixes tendem a consumir uma 
grande quantidade de ração, favorecendo, assim o seu crescimento (Kubitza, 2004). 
Em alguns estudos foi observado o aumento do consumo da ração com a elevação 
da concentração de oxigênio dissolvido na água, ou seja, entre 32 e 40% da saturação 
nas temperaturas descritas acima (Kubitza, 2004). Como a criação é realizada de 
forma intensiva é muito frequente o aparecimento de bacterioses, das quais se 
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destacam as Aeromonas sp, Pseudomonas sp., Streptococcus sp., Aerococcus, 
Aeromonas hydrophila. A deterioração da qualidade da água favorece diretamente na 
proliferação destas bactérias. 
 A criação de pacu vem crescendo devido ao sabor da carne, o baixo custo de 
manutenção, a resistência a patógenos, a baixa exigência quanto a qualidade da 
água, pela alta adaptabilidade ao cultivo em tanques e viveiros, além de ser uma das 
espécies mais apreciadas na pesca esportiva (Abimorad & Carneiro, 2004; Jomori, et 
al., 2008). 
 
I.10 Métodos analíticos para determinação de resíduos de fármacos veterinários 
em alimentos 
 
 De modo geral os fármacos veterinários e/ou metabólitos são compostos 
polares e pouco voláteis e a cromatografia líquida tem sido a técnica de escolha. Para 
a quantificação, diversos detectores têm sido empregados e o preparo de amostra 
necessita ser adaptado ao sistema de detecção.  
A composição da matriz, as propriedades físico-químicas do analito alvo, a 
quantidade de amostra disponível, o nível de concentração e a técnica analítica a ser 
empregada para quantificação são fatores relevantes a serem considerados para a 
escolha do procedimento de preparo de amostra.   
Algumas das etapas envolvidas em um preparo de amostra são: 1) 
homogeneização da amostra; 2) extração do analito alvo da matriz 3) a limpeza (clean-
up) dos extratos para a remoção seletiva de substâncias co-extraídas da matriz e 4) 
concentração dos analitos para determinação de resíduos em concentrações da 
ordem de ng mL-1 ou ng g-1. 
O sistema de detecção a ser empregado nas análises é fundamental para 
direcionar o procedimento de preparo de amostras. Procedimentos simplificados de 
preparo de amostras podem ser empregados quando sistemas de detecção seletivos 
são usados. Por outro lado, o emprego de detectores de baixa seletividade exige que 
a técnica de preparo de amostra seja mais elaborada, envolvendo etapas de limpeza 
e concentração.  
Dentre os sistemas de detecção utilizados atualmente na análise de resíduos 
de produtos veterinários em alimentos, o mais empregado é a espectrometria de 
massas sequencial (MS/MS), que permite, além da quantificação, a confirmação de 
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identidade dos analitos. Como fonte de ionização a de eletronebulização (ESI, 
electrospray ionization) tem destaque, embora a ionização química a pressão 
atmosférica (APCI, atmospheric-pressure chemical ionization) pode também ser 
usada. No entanto, devido ao caráter polar dos fármacos veterinários de modo geral, 
a ESI tem sido a mais empregada. 
Cabe destacar, que a quantificação dos resíduos é muitas vezes prejudicada 
pela presença de concomitantes da matriz que podem afetar a ionização dos analitos 
levando a uma supressão ou aumento do sinal e, assim, afetar, diretamente a 
detectabilidade e precisão do método (Marazuela & Bogialli, 2009).  
 Diferentes procedimentos de preparo de amostras têm sido reportados, visando 
a extração e concentração dos analitos e clean-up dos extratos, como a extração 
sólido-líquido, extração em fase sólida e, mais recentemente, o procedimento 
QuEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe), inicialmente proposto 
por Anastassiades e colaboradores em 2003. 
 A extração sólido-líquido se baseia na partição da matriz com solventes e tem 
sido empregada para a extração dos analitos da matriz de alimento. Como a extração 
não é seletiva, de modo geral uma etapa adicional é requerida para a concentração 
dos analitos e eliminação de interferentes ou concomitantes que possam apresentar 
um efeito matriz pronunciado na quantificação. Para isso, a extração em fase sólida 
(SPE, Solid Phase Extraction) tem sido amplamente empregada. Atualmente, existe 
um número elevado de fases sorventes para a SPE, o que permite melhorar a 
eficiência de extração e clean-up do extrato. A SPE pode ser realizada em sistema 
off-line (a partir de cartuchos conectados a manifolds com aplicação de vácuo) e on-
line (acoplados ao sistema de cromatografia) (Stolker & Danaher, 2011).  
 Já o procedimento QuEChERS se baseia na extração sólido-líquido, usando a 
acetonitrila como solvente extrator e sais (MgSO4 e NaCl) para um efeito de salting-
out. Em sequência se realiza uma etapa de limpeza do extrato por extração em fase 
sólida dispersiva pela adição de um sorvente como o PSA (primary secondary amine). 
Por fim o extrato é concentrado, filtrado e analisado por uma técnica cromatográfica 
(Prestes et al., 2009). Dentre as vantagens deste procedimento de preparo de 
amostras estão os elevados valores de recuperação alcançados para uma ampla faixa 
de substâncias de diferentes polaridades, exatidão e precisão, redução no tempo de 
preparo e redução do volume de solvente. Com a introdução do procedimento 
QuEChERS houve um crescente número de trabalhos publicados empregando-o nas 
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mais diversas matrizes, entre essas também alimentos de origem animal (González-
Curbelo et al., 2015) 
 A primeira modificação do procedimento QuEChERS foi desenvolvida por 
Lehotay et al., (2005), que propuseram o ajuste do pH da amostra para 4,8, pela 
adição de acetato de sódio, o que deu origem ao nome QuEChERS versão acetato. 
Logo depois, a versão QuEChERS citrato foi proposta por Anastassiades e 
colaboradores. Ambas a versões tiveram como foco os analitos que apresentam 
diferentes espécies em função do pH. De fato, o método QuEChERS é muito versátil 
e oferece como principal vantagem sobre outros procedimentos de preparo de 
amostras: a redução significativa no uso de solventes orgânicos e aplicabilidade para 
análises de multirresíduos de compostos com uma ampla variedade de polaridade.  
 Como desvantagem, o método possui uma relação de amostra/extrato final, o 
qual limita a capacidade de concentração do analito na matriz, em comparação à 
outras técnicas existentes. 
 
Determinação de resíduos de florfenicol e seus metabólitos em alimentos 
 
Os métodos reportados na literatura para a determinação de FFC e FFA tem 
dois objetivos principais: (i) estudos farmacocinéticos e depleção para 
estabelecimento do período de carência ou (ii) monitoramento para fins de segurança 
dos alimentos.  
Para o estabelecimento do período de carência do FFC, tem sido empregada a 
cromatografia líquida de alta eficiência com detecção na região do ultravioleta (HPLC-
UV), visando a determinação do FFA nos tecidos. Cabe destacar que o metabólito 
majoritário do FFC, na maioria das espécies animais nas quais o FFC é indicado, 
incluindo peixes é o FFA (Horsberg et al., 1994). Os metabólitos minoritários e o FFC 
podem ser convertidos por hidrólise ácida a FFA. Sendo assim, tem sido adotada, em 
alguns trabalhos, uma abordagem conservadora do ponto de vista toxicológico de 
determinar nos tecidos alvos para o estabelecimento do período de carência a 
concentração total de FFA (FFA + metabólitos + FFC) (Gaikowski et al., 2010).  Desta 
forma, muitos dos trabalhos publicados na literatura, reportam métodos que objetivam 
a quantificação de FFA após hidrólise ácida (Di Salvo et al., 2013; Gaikowski et al., 
2010; Wrzesinski et al., 2006). Essa reação envolve a adição de ácido clorídrico 6 mol 
L-1 ao filé de peixe homogeneizado (2 g) e aquecimento por 2 h a 95 -100 ºC. Em 
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sequência, o tecido hidrolisado é particionado com acetato de etila, descartado e o pH 
do hidrolisado ajustado com hidróxido de sódio para 12,5. O extrato é purificado por 
extração em fase sólida (cartucho Varian Chem Elut CE120) e o analito dessolvido 
com diclorometano. O solvente é removido e o resíduo ressuspenso em tampão 
fosfato 10 mmol L-1, pH 4, contendo acetonitrila 1% v/v. Esta solução é analisada por 
HPLC-UV. 
Estudos farmacocinéticos foram realizados também em outras espécies 
animais, como bovinos e equinos (Fedeniuk et al., 2015), suínos (Li, 2006) e frangos 
(Anadon et al., 2008). Chang et al. (2010)  reportaram um método para a determinação 
de FFC e FFA em ovos. Nestes trabalhos a técnica empregada foi a cromatografia 
líquida acoplada a diferentes sistemas de detecção, tais como: ultravioleta (Anadon et 
al., 2008; Filazi et al., 2014), arranjo de fotodiodos (Li, 2006) e espectrometria de 
massas sequencial (Fedeniuk et al., 2015) 
Embora detectores espectrofotométricos tenham sido empregados em estudos 
farmacocinéticos, esses carecem de seletividade e não são adequados para serem 
empregados para fins de monitoramento, nos quais métodos multiresíduos são 
geralmente empregados e a confirmação de identidade é mandatória. Esse além de 
ser universal, apresenta detectabilidade adequada e permite a confirmação de 
identidade do analito alvo quando usado no modo sequencial (Dasenaki & Thomaidis, 
2015). Para fins de triagem (screening) métodos imunoenzimáticos e biossensores 
tem sido empregados. Uma revisão sobre métodos de screening para a detecção de 
resíduos de cloranfenicol, tianfenicol e florfenicol em alimentos foi publicada por 
Samsonova et al. (2012). 
  Na Tabela I.5 são apresentados alguns métodos cromatográficos reportados 
na literatura para determinação de resíduos de FFC e FFA em matrizes biológicas, 
com informações sobre o preparo de amostra, sistema de detecção e alguns 
parâmetros de validação. 
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Tabela I.5 – Métodos analíticos disponíveis na literatura para determinação de resíduos de FFC e FFA em matrizes biológicas. 
Analito Espécie Matriz 
Preparo de 
amostra 
Método 
analítico Faixa Linear 
Rec. 
(%) LOQ LOD Referências 
FFC 
FFA Frango 
Plasma 
LLE (Hidrólise 
ácida) 
HPLC - UV 
20 - 10000 
µg mL-1 
> 94 0,02 µg mL-1 NI 
(Anadon et al., 
2008) 
Tecidos 
Ultrassom + SLE 
(Hidrólise ácida) 
HPLC - UV - > 85 20 µg kg-1 NI 
FFC Frango 
Plasma LLE HPLC - UV 0,05 - 25 µg 
mL-1 
NI 0,05 µg mL-1 
0,015 µg 
mL-1 
(Chang et al., 
2010) Tecidos SLE HPLC - UV 
FFC 
FFA Peixe Filé 
SLE + LLE 
(hidrólise ácida) 
HPLC - UV 
0,25 – 5,0 
µg g-1 
Truta                         
73 - 88 % 
0,25 µg mL-1 NI 
(Di Salvo et al., 
2013) Pargo               
67 - 75 % 
FFC Peixe 
Músculo, 
rim, fígado e 
bile 
SLE + LLE HPLC - UV 
0,03 – 16,0 
µg mL-1 
89 - 96 % 0,03 µg mL-1 NI (Feng et al., 2008) 
FFC 
FFA Peixe Filé 
SLE + LLE 
(hidrólise ácida) 
HPLC - UV NI NI 0,08 µg g-1 0,04 µg g-1 
(Gaikowski et al., 
2010) 
SLE: extração sólido líquido; LLE: extração líquido-líquido; HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência; MS: espectrometria de massas; UV: 
ultravioleta; CL: cromatografia em coluna; NI: não informado. 
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Tabela I.5 – Métodos analíticos disponíveis na literatura para determinação de resíduos de FFC e FFA em matrizes biológicas 
(continuação). 
Analito Espécie Matriz 
Preparo de 
amostra 
Método 
analítico 
Faixa Linear Rec. (%) LOQ LOD Referências 
FFC Peixe Plasma LLE +SPE LC-MS/MS 
50 - 5000 ng 
mL-1 NI NI NI 
(Gaunt et al., 2012) 
FFC 
FFA Suíno 
Músculo 
SLE+LLE+SPE HPLC - UV 
100 - 20000 
ng mL-1 
74 - 88 
20 ng g-1 10 ng g-1 
(Li et al., 2006) Fígado 30 ng g-1 15 ng g-1 
Rim 30 ng g-1 15 ng g-1 
FFC 
FFA Peixe 
Plasma LLE 
LC-MS NI NI 
50 ng mL-1 
NI (Lim et al., 2010) 
Tecido SLE NI 
FFC 
FFA Peixe Músculo 
SLE + CLC 
(hidrólise ácida) 
HPLC - UV NI 79,2 – 127,6 75 ng g-1 44 ng g-1 
(Wrzesinski et al., 
2006) 
FFC 
FFA Peixe Filé 
SLE (hidrólise 
ácida)  HPLC - UV 
0,5 – 2,0 µg 
mL-1 
84,9 0,1 µg g-1 NI (Kosoff et al., 2009) 
SLE: extração sólido líquido; LLE: extração líquido-líquido; HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência; MS: espectrometria de massas; UV: 
ultravioleta; CL: cromatografia em coluna; NI: não informado. 
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Determinação de resíduos de florfenicol em matrizes ambientais 
 
Na determinação do FFC em amostras ambientais, como água, solos e 
sedimentos, o uso de técnicas de LC-MS/MS é muito mais comum, uma vez que esses 
estudos estão diretamente relacionados à ocorrência deste antimicrobiano no meio 
ambiente em concentrações da ordem de ng L-1. Do ponto de vista da complexidade 
da amostra e da concentração em que são encontrados, o preparo da amostra 
utilizando a extração em fase sólida (SPE) é, sem dúvida, a mais utilizada (Chen & 
Zhou, 2014; Chen, et al., 2012; Monteiro, 2014; Wei et al., 2012). Esta técnica 
compreende os três estágios importantes que são: extração, limpeza e concentração 
dos analitos. 
O uso da extração em fase sólida em combinação com a cromatografia líquida 
acoplada à espectrometria de massas, promoveu um grande avanço na análise de 
compostos em baixas concentrações em matrizes complexas, pois este procedimento 
de preparo de amostra permite de forma satisfatória a minimização do efeito de matriz, 
bem como, a concentração destes compostos (Marazuela & Bogialli, 2009). 
Recentemente, a sua versão online provou ser bastante atrativa para a 
determinação de resíduos de fármacos veterinários em matrizes ambientais como solo 
(de Oliveira Ferreira et al., 2016; Tetzner et al., 2016), água e sedimentos (Monteiro, 
2014). Na determinação de FFC em matrizes ambientais, existem poucos trabalhos 
na literatura no que diz respeito ao desenvolvimento de método analítico. Assim a 
maior parte dos trabalhos publicados são focados principalmente na apresentação da 
ocorrência deste fármaco bem como sua concentração, sendo assim a menção sobre 
o método analítico utilizado por sua vez é na maioria das vezes apresentada com dado 
de menor importância, carecendo de informações. 
 Na Tabela I.6 são apresentados alguns trabalhos publicados na literatura que 
reportam os métodos empregados na determinação de resíduos de FFC em matrizes 
ambientais. 
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Tabela I.6 – Métodos analíticos disponíveis na literatura para determinação de resíduos de FFC em matrizes ambientais. 
Matriz 
Preparo de 
amostra 
Método 
analítico 
Faixa Linear Rec. (%) LOQ LOD Referências 
Água de rio 
SPE 
UHPLC-
MS/MS 
5 – 500 ng L-1 NI 5 ng L-1 NI 
(Chen & Zhou, 2014) 
Sedimento NI NI NI NI 
Água de rio 
SPE HPLC-FLD 
NI 89-95% 25 ng mL-1 8 ng mL-1 
(Pouliquen et al., 2009) 
Sedimento NI NI 50 ng g-1 20 ng g-1 
Água de rio SPE LC-MS/MS NI 88 – 95% NI 20 ng L-1 (Wei et al., 2012) 
Água  
SPE (on-line) LC-MS/MS 
10 – 2000 ng L-1 94 – 104% 0,5 ng L-1 0,1 ng L-1 
(Monteiro, 2014) 
Sedimento 10 – 1000 µg kg-1 96 – 104% 1,3 µg kg-1 0,4 µg kg-1 
SLE: extração sólido líquido; FLD: Detector de fluorescência; HPLC: cromatografia líquida de alta eficiência; MS: espectrometria de 
massas; UV: ultravioleta; NI: não informado. 
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II. OBJETIVOS 
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O objetivo geral deste trabalho foi realizar um ensaio de depleção do 
antimicrobiano florfenicol em pacu (Piaractus mesopotamicus), visando estabelecer o 
período de carência e avaliar a presença de resíduos do fármaco e de seu metabólito 
majoritário (florfenicol amina) no sistema de criação. 
 
Os objetivos específicos compreenderam: 
 
 Desenvolvimento de método por cromatografia líquida de ultra-alta eficiência 
acoplado a um detector de arranjo de fotodiodos (UHPLC-DAD) para a 
quantificação de florfenicol em ração; 
 Desenvolvimento de um método por cromatografia líquida de ultra-alta 
eficiência acoplado ao espectrômetro de massas sequencial (UHPLC-MS/MS) 
para a quantificação do florfenicol e o seu metabólito majoritário florfenicol 
amina em tecidos (músculo e pele) de pacu; 
 Desenvolvimento de um método de extração em fase sólida on-line à um 
cromatógrafo à líquido de ultra-alta eficiência acoplado ao espectrômetro de 
massas sequencial (SPE-UHPLC-MS/MS) para a determinação de florfenicol e 
florfenicol amina em água; 
 Avaliação da lixiviação do florfenicol incorporado na ração para a água; 
 Realização do estudo de depleção residual do florfenicol para estabelecimento 
do período de carência em pacus. 
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III. DESENVOLVIMENTO DE MÉTODOS PARA DETERMINAÇÃO DE 
FLORFENICOL E FLORFENICOL AMINA EM TECIDOS DE PEIXE E 
FLORFENICOL EM RAÇÃO E ÁGUA 
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III.1 Introdução 
 
 A aquicultura é um dos setores da produção de alimentos em franca expansão 
no mundo. Durante as últimas três décadas, houve um crescimento anual médio de 8 
milhões de toneladas, passando de 5,2 milhões de toneladas em 1981 para 62,7 
milhões de toneladas em 2011 (FAO, 2013). Dado o alto crescimento deste setor, a 
opção mais comum adotada pelos produtores, para atender a demanda do mercado, 
é o sistema de produção intensiva. No entanto, este tipo de sistema tem como 
desvantagem a susceptibilidade na proliferação de doenças, e desta forma, o uso de 
medicamentos veterinários tem-se tornado prática comum. 
 Entre os insumos farmacêuticos ativos utilizados para a aquicultura, o FFC tem 
destaque. Este é um antimicrobiano derivado fluorado do tianfenicol de amplo 
espectro que atua em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O FFC atua 
ligando-se à subunidade ribossômica 50S, prevenindo a síntese de proteínas 
bacterianas (Schering-Plough, 2004). No Brasil, para a aquicultura, o FFC é apenas 
autorizado para tilápias e seus híbridos. Sendo assim, não existe antimicrobiano 
registrado e de uso permitido para uso em cultivo de outras espécies de peixe, como 
o pacu, o qual tem ganhado destaque no mercado. 
 O uso de medicamentos veterinários leva a resíduos dos insumos 
farmacêuticos ativos e/ou metabólitos nos alimentos de origem animal. Quando não 
são respeitadas as boas práticas veterinárias, pode ocorrer a presença de resíduos 
acima de valores considerados seguros e, assim, levar a efeitos adversos a saúde 
humana. Não menos importante é a seleção de bactérias resistentes no ambiente 
aquático decorrente do uso de antimicrobianos, e a transferência de resistência a 
bactérias potencialmente patogênicas para humanos (Carneiro, 2007). 
 Visando um ensaio de depleção do FFC em pacu para o estabelecimento do 
período de carência, o qual é apresentado no Capítulo IV, se fez necessário o 
desenvolvimento e validação de métodos para a determinação de florfenicol e 
florfenicol amina em músculo e pele de pacu e água e florfenicol em ração. Não 
existem reportados métodos para a determinação de FFC e FFA em pacu. 
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III.2 Parte experimental 
 
III.2.1 Reagentes e padrões analíticos 
 
 Padrões analíticos: cloranfenicol (CLO, 98,0%, Sigma Aldrich, Alemanha), 
florfenicol (FFC, 98,0%, Fluka, China), florfenicol amina (FFA, 99,8%, Fluka, 
Alemanha), tianfenicol (TIA, 97,5%, Sigma Aldrich, Alemanha), florfenicol d3 
(FFC-d3, 98,0%, TRC, Canada) 
 Ácido acético glacial P.A. 99,7% (Synth, Brasil), ácido fórmico 85% (Synth, 
Brasil), acetato de amônio P.A. 98% (Vetec, Brasil), sulfato de magnésio seco 
98,0% (Vetec, Brasil), Bondesil PSA 40 µm (Agilent Technologies, Brasil), 
acetato de sódio triidratado 99,5% (Sigma Aldrich, Alemanha), cloreto de sódio 
99,5% (Merck, Alemanha), fase sólida polimérica C18 para SPE Bond Elut C18, 
71 Å x 54 µm (Agilent, EUA); 
 Solventes: acetonitrila (ACN) 99,9% grau UHPLC (Panreac, Alemanha), 
metanol (MeOH) 99,9% grau HPLC (Tedia, EUA) e acetato de etila 99,0% 
(Panreac, Alemanha); 
 Medicamento FF-50® premix (florfenicol 50 %) produzido por FAV do Brasil. 
 
III.2.2 Materiais 
 
 Colunas cromatográficas: Acquity UPLC BEH C18 50 mm x 2,1 mm; 1,7 µm 
(Waters, Irlanda); Atlantis® T3 HILIC 100 mm x 3,0; 3 µm (Waters, Irlanda); 
Zorbax Eclipse Phenyl-Hexyl a base de sílica modificada (Ph-C6) 150 x 4,6 mm, 
5,0 µm (Agilent, EUA).  
 Colunas para SPE on-line: XBridge C8 30 mm x 2,1 mm; 10 µm (Waters, 
Irlanda) e Oasis HLB 30 mm x 2,1 mm; 20 µm (Waters, Irlanda).  
 
III.2.3 Equipamentos 
 
 Bomba de vácuo Fanem, modelo 089-CAL (Brasil);  
 Banho de ultrassom Unique, modelo 1450 (Brasil);  
 Purificador de água Millipore, modelo Milli-Q Academic (EUA);  
 Balança analítica Precisa, modelo XT 220A (Suíça);  
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 pH-metro Digimed, modelo DM-32 (Brasil);  
 Homogenizador Ultra-Turrax® Ika, modelo T18 Basic (Brasil); 
 Agitador de tubos Phoenix, modelo Rotofix 32ª (Alemanha);  
 Centrífuga Hettich modelo Rotofix 32A (Alemanha); 
 Cromatógrafo a líquido de Ultra Eficiência Waters ACQUITY UPLC® com 
Espectrômetro de Massas Waters tipo Quadrupolo Sequencial Xevo TQD 
Zspray ESI (UPLC-MS/MS) constituído de: sistema de bombas quaternário H-
Class, forno para coluna, injetor automático FTN I-Class. Sistema de SPE on-
line: sistema de bomba binária I-Class e sistema de gerenciamento de coluna 
(Column Manager). Os dados foram adquiridos pelo programa computacional 
Mass Lynx versão 4.1; 
 Cromatógrafo a líquido de Ultra Eficiência (UPLC) Waters ACQUITY UPLC® 
H-Class constituído de: sistema de bombas quaternário, forno para coluna, 
injetor automático FTN, detector por arranjo de diodos (PDA) Acquity UPLC 
(EUA). Software Empower 3, versão 7.21.00.00. 
 
III.2.4 Métodos 
 
III.2.4.1 Preparo das soluções 
 
a) Soluções estoque 
 
 As soluções estoques de FFC, FFA, TIA e CLO foram preparadas na 
concentração de 1,0 mg mL-1. O surrogate FFC-d3 foi preparado na concentração de 
0,10 mg mL-1 e FFC e TIA nas concentrações de 15 e 20 mg mL-1, respectivamente. 
 Todos os padrões analíticos foram pesados em balança analítica com precisão 
de ±0,01 mg, dissolvidos em metanol grau HPLC, armazenados em frascos âmbar e 
estocados em geladeira à 4 °C por um período máximo de 3 meses. 
 
 
b) Soluções intermediárias 
 
 As soluções intermediárias foram preparadas a partir da diluição da solução 
estoque em fase móvel composta por água: metanol 80:20 (v/v). Todas as soluções 
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intermediárias foram armazenadas em frasco âmbar e estocadas na geladeira (4 °C) 
por até no máximo três meses. 
 
c) Soluções de trabalho 
  
 As soluções de trabalho foram preparadas a partir da diluição das soluções 
intermediárias em uma mistura de água: metanol na proporção de 95:5 (v/v). Estas 
soluções foram preparadas diariamente.  
 
III.2.5 Amostras 
 
a) Músculo 
 
 Porções de aproximadamente 60 g de músculo foram retiradas do filé dos 
peixes, trituradas e homogeneizadas com auxílio do processador do tipo Ultra-
Turrax®, e acondicionadas em sacos plásticos, em freezer (-22 °C), até sua utilização. 
 
b) Pele 
 
 Amostras de pele, aproximadamente 20 g, foram retiradas do filé dos peixes, 
adicionadas de gelo seco e trituradas e homogeneizadas com auxílio do processador 
do tipo Ultra-Turrax®, e acondicionadas em sacos plásticos em freezer (-22 °C), até 
sua utilização. 
 
c) Ração 
 
 A ração utilizada foi a Nutripeixe da Purina®. Uma porção de 1 kg de ração foi 
triturada com auxílio de um processador e armazenada em local seco e sem umidade. 
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III.2.6 Procedimento analítico para a determinação de FFC em ração 
 
III.2.6.1 Preparo de amostra 
 
Para a extração do FFC da ração foi empregada a extração sólido-líquido 
(SLE). Para tanto, à uma quantidade de 3 g de ração (fortificada ou não com FFC) 
foram adicionados o padrão interno TIA (330 µg g-1) e 10 mL de metanol. Esta mistura 
foi agitada em vórtex por 1 minuto e, em seguida, centrifugada a 1046 g por 5 
minutos. O sobrenadante foi separado, reservado e a extração repetida por mais uma 
vez. Os extratos (sobrenadantes) foram combinados e deste retirado uma alíquota de 
5 mL, que foi posteriormente diluída para 50 mL com água em balão volumétrico. 
Uma alíquota de 1 mL desta solução foi filtrada em filtro 0,22 µm e analisada por 
UHPLC-DAD.  
Para a avaliação das condições estudadas no procedimento de preparo de 
amostra, foram verificadas as eficiências de extração do FFC. Os parâmetros 
avaliados na otimização do procedimento de extração foram: quantidade de amostra 
(1, 3 e 5 g), volume de solvente extrator (5, 10 e 15 mL) e solvente extrator (acetato 
de etila, acetonitrila, acetonitrila com 0,1% de ácido fórmico e metanol). Todos os 
testes foram realizados em triplicata. Na otimização do preparo de amostra, a 
quantificação foi realizada por uma curva analítica com padronização interna na faixa 
linear que foi estabelecida, em oito de níveis de concentração de 2,0 a 9,0 µg mL-1.  
 
III.2.6.2 Desenvolvimento do método cromatográfico UHPLC-DAD 
 
Para o desenvolvimento do método cromatográfico para a determinação do 
FFC em ração foi utilizado o detector por arranjo de fotodiodos. A separação foi 
realizada em coluna AcquityTM UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm; 1,7 µm) e fase 
móvel composta de água (solvente A) e metanol (solvente B). Parâmetros como: 
temperatura da coluna (30 e 40 °C), proporção de fase móvel e modo de 
eluição (isocrático e gradiente) foram avaliados na etapa de otimização do método. 
Para essa finalidade foi empregado o extrato branco da ração fortificado com o FFC e 
o prováveis padrões internos (TIA e CLO) todos (inclusive o analito) na concentração 
de 5 µg mL-1.  
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III.2.6.3 Validação do método (UHPLC-DAD) 
 
Após a otimização, o método foi validado para a quantificação de FFC em ração.  
O método analítico desenvolvido foi validado mediante avaliação dos seguintes 
parâmetros: seletividade, faixa linear, linearidade, limite de detecção e quantificação, 
precisão intra e inter-dias e exatidão. 
A seletividade do método foi avaliada através da comparação dos 
cromatogramas do extrato branco de ração com as do extrato branco de ração 
fortificado. Desta forma, os cromatogramas foram avaliados quanto à pureza do pico 
cromatográfico e eluição de compostos próximos aos tempos de retenção de 
componentes endógenos da matriz.  
A linearidade do método foi avaliada mediante curva analítica construída na 
matriz através da fortificação em cinco níveis de concentração 400; 600; 1000; 1400 
e 1800 µg g-1 do extrato branco, que foi submetido ao método de extração 
desenvolvido descrito no item III 2.6.1. 
As respostas obtidas das análises foram utilizadas para a construção da curva 
analítica em um gráfico de resposta versus concentração para obtenção da equação 
da reta e o coeficiente de correlação linear para avaliar a linearidade por meio do 
método dos mínimos quadrados ordinários, uma vez comprovada a homogeneidade 
das variâncias pelo teste de Levene. A presença de outliers foi verificada pelo método 
dos resíduos padronizados. 
Os limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) foram determinados pela 
razão sinal/ruído. Para isso, extratos de ração fortificados foram injetados em 
concentrações decrescentes de FFC até razão sinal/ruído igual a 3 e a 10 para LOD 
e LOQ, respectivamente.  
A exatidão foi estudada por meio de ensaios de recuperação e avaliada em três 
níveis de concentração 400, 1000 e 1800 µg g-1. Para cada ponto, amostras branco 
da ração fortificadas nas concentrações correspondentes foram analisadas. Para 
expressar a exatidão foram considerados os valores obtidos pela Equação 1. Os 
ensaios de exatidão foram realizados em duplicata.  
 
𝑬𝒙𝒂𝒕𝒊𝒅ã𝒐 (%) =  
𝑪𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂çã𝒐 𝒎é𝒅𝒊𝒂 𝒆𝒙𝒑𝒆𝒓𝒊𝒎𝒆𝒏𝒕𝒂𝒍
𝑪𝒐𝒏𝒄𝒆𝒏𝒕𝒓𝒂çã𝒐 𝒕𝒆ó𝒓𝒊𝒄𝒂
 𝒙 𝟏𝟎𝟎 
Equação 1 
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Os mesmos níveis de concentração foram empregados para a avaliação dos 
ensaios de precisão inter e intra-dia. Os resultados foram expressos pela estimativa 
do desvio padrão relativo (RSD).  
 
III.2.7 Procedimento analítico para determinação de FFC e FFA em pele e 
músculo de pacu 
 
III.2.7.1 Estudo de estabilidade  
 
a) Estabilidade no extrato 
 
 Para avaliação da estabilidade dos analitos nos extratos do filé de peixe, 
extratos obtidos conforme descrito em III.2.7.2, foram fortificados na concentração 1,0 
µg mL-1 com FFC e FFA. Essas amostras foram acondicionadas em frascos âmbar e 
mantidas a 4 ºC até os dias estabelecidos para análise por UHPLC-MS/MS. Para cada 
dia o ensaio foi realizado em triplicata. 
 
b) Estabilidade na matriz 
 
 Vinte porções de 3 g de músculo de peixe foram fortificados na concentração 
de 1,0 µg g-1 com FFC e FFA, acondicionadas em tubos Falcon e mantidas no freezer 
a – 22 °C até os dias estabelecidos para análise por UHPLC-MS/MS. Todos os 
ensaios foram realizados em triplicata. 
 
c) Estabilidade na matriz após ciclos de congelamento e descongelamento 
 
 Na avaliação da estabilidade dos resíduos de FFC e FFA na matriz em ciclos 
de congelamento/descongelamento, amostras branco de tecidos de peixe 
previamente triturados foram fortificadas na concentração de 1000 ng g-1 com FFC e 
FFA. As amostras foram armazenadas no freezer a –22 °C e foram submetidas até 
três ciclos de congelamento/descongelamento. Em cada ciclo, as amostras foram 
analisadas por UHPLC-MS/MS e FFC e FFA determinadas. Para cada ciclo, o ensaio 
foi realizado em triplicata. 
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III.2.7.2 Preparo de amostra 
 
Para o preparo de amostra de músculo e pele de peixe foi avaliado o 
procedimento QuEChERS e a determinação foi realizada empregando a UHPLC-
MS/MS.  
De caráter exploratório primeiramente, duas versões do QUECHERS foram 
avaliadas: a original proposta por Anastassiades (Anastassiades et al., 2003) e a 
versão acetato, proposta por Lehotay (Lehotay et al., 2005). Como padrão interno foi 
usado o TIA.   
Como procedimento inicial, foi gerado um pool de amostra de cada tecido de 
peixe, o qual foi homogeneizado em Ultra-Turrax® e mantido em freezer (-
22 °C). Foram avaliados no preparo de amostra: quantidade de amostra (1, 3 e 5 g), 
procedimento do QuEChERS (com e sem acetato e clean-up com C18 e/ou PSA) 
e volume do solvente extrator (10, 15 e 20 mL). Todos esses ensaios foram realizados 
com o tecido branco do peixe (3 g) fortificado com FFC na concentração de 1000 ng 
g-1 de FFC (100 µL de 30 µg mL-1) e 2000 ng g-1 (100 µL de 60 µg mL-1) de TIA.  
 
III.2.7.3 Desenvolvimento do método cromatográfico por UHPLC-MS/MS 
 
Para o desenvolvimento do método cromatográfico para a determinação do 
FFC e FFA em tecidos de peixe foi utilizado a cromatografia líquida de ultra alta 
eficiência (UHPLC) acoplada à espectrometria de massas sequencial (MS/MS) com 
fonte de ionização por electrospray (ESI – Electrospray Ionization), operando 
simultaneamente no modo positivo e negativo.   
As condições dos métodos cromatográficos em UHPLC-MS/MS foram 
otimizadas, de modo a obter a melhor detectabilidade. Para tanto, os seguintes 
parâmetros foram avaliados: modo de ionização no modo positivo ou negativo; 
voltagem do cone; energia de colisão; temperatura de dessolvatação; vazão de 
dessolvatação; vazão do gás do cone e a massa dos produtos formados na 
fragmentação (quantificação e identificação). As otimizações das variáveis foram 
realizadas pela infusão direta de cada fármaco na concentração de 1,0 μg mL-1 e na 
vazão de 20 μL min-1.  
A separação cromatográfica foi realizada em coluna AcquityTM UPLC BEH 
C18 (50 mm x 2,1 mm; 1,7 µm), fase móvel composta de água (solvente A) e metanol 
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(solvente B). Parâmetros como: proporção de fase móvel (90:10; 80:20 e 65:35, 
v/v), modo de eluição (isocrático e gradiente) e porcentagem do aditivo ácido 
fórmico (0,1% e 0,01% v/v) foram avaliados na etapa de otimização do método. Para 
essa finalidade foi empregado o extrato branco de músculo fortificado com 
os analitos FFC e FFA na concentração de 1,0 µg g-1 de FFC (100 µL de 30 µg mL-1) 
e 2.0 µg g-1 (100 µL de 60 µg mL-1) de TIA.  
 
III.2.7.4 Validação do método 
 
Para a validação do método, amostras brancas de músculo de peixe (isentas dos 
compostos objeto de estudo) foram fortificadas com FFA em oito níveis de 
concentração, em duplicata (25; 50; 100; 400; 600; 800; 1000 e 2500 ng g-1) e para 
FFC em seis níveis (25, 50, 100, 200, 300 e 400 ng g-1) e amostras de pele em sete 
níveis de concentração para ambos em duplicata (50; 100; 400; 600; 800; 1000 e 1500 
ng g-1). Todas as amostras foram adicionadas do surrogate florfenicol-d3 na 
concentração de 600 ng g-1.  
 Os valores do efeito matriz (%) foram avaliados previamente através da 
comparação das inclinações das curvas analíticas dos analitos preparados em 
solvente e no extrato da matriz (branco fortificado) em cinco níveis de concentração 
de 250; 500; 1000; 1500; 2000 e 2500 ng g-1 e calculados conforme descrito pela 
Equação 2. 
 
 
100(%) x
solventenopreparadaanaliíticacurvadainclinação
ofortificadbranconopreparadaanalíticacurvadainclinaçãomatrizEfeito 


  
Equação 2 
 
A precisão intra-dia foi avaliada pela análise das amostras branco de tecido de 
peixe, no mesmo dia, no mesmo equipamento e pelo mesmo analista, em três 
níveis de concentração 50; 600; 1000 ng g-1 para FFA e 50, 200 e 400 ng g-1 FFC no 
músculo e 50, 600 e 1000 ng g-1 na pele para ambos analitos. A precisão intra-dia foi 
expressa como o coeficiente de variação obtido de quatro replicatas independentes 
(n=4). Para a avaliação da precisão inter-dia, as análises foram repetidas ao longo de 
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mais dois dias, nos quais as análises para cada nível de concentração foram 
realizadas em duplicata.   
Para a exatidão foram realizados ensaios de recuperação. Para tanto, foram 
analisadas amostras branco fortificadas com os analitos em três níveis de 
concentração 50, 600 e 1000 ng g-1 para FFA e 50, 200 e 400 FFC no músculo e 50, 
600 e 1000 ng g-1 na pele para ambos analitos em quadruplicata (n=4). Os valores de 
exatidão do método foram expressos em porcentagem conforme descrito na Equação 
1 citada anteriormente. 
Os limites de detecção (LOD) e quantificação (LOQ) foram determinados por 
análise dos tecidos de peixe branco fortificados com FFC e FFA em níveis 
decrescentes de concentrações até relações sinal-ruído de 3 e 10 vezes, 
respectivamente. 
 
III.2.8 Preparo da amostra (tecidos de pacu): procedimento final 
 
 Músculo: Uma quantidade de 3 g da amostra previamente triturada e 
homogeneizada, foi transferida para um tubo tipo Falcon de polipropileno (50 mL). O 
surrogate (FFC-d3) foi adicionado a uma concentração correspondente de 0,6 μg g-1. 
A amostra foi agitada em vórtex durante 15 s. Foram adicionados 10 mL de acetonitrila 
com ácido acético 1,0% v/v e o tubo foi agitado durante 1 min. Em seguida, foram 
adicionados 8,0 g de MgSO4 e 2,0 g de CH3COONa e a mistura foi agitada por mais 
1 min em vórtex e centrifugada a 1056 g durante 5 minutos. Uma alíquota de 5 mL do 
sobrenadante foi transferida para um tubo Falcon contendo 750 mg de MgSO4 e 125 
mg de C18. A mistura foi imediatamente agitada durante 1 min e centrifugado a 1056 
g durante 5 min. O sobrenadante foi coletado e seco por N2 e ressuspendido em 750 
µL de fase móvel. Finalmente, o extrato foi filtrado através de um filtro de seringa de 
PVDF de 0,22 μm antes da análise cromatográfica. 
 Pele:  A pele de pacu foi triturada em Ultra -Turrax® com auxílio de gelo seco. 
Uma quantidade de 2 g foi pesada e transferida para um tubo Falcon de polipropileno 
(50 mL). O surrogate (FFC-d3) foi adicionado a uma concentração de 600 ng g-1 e a 
amostra foi vigorosamente agitada em vórtex durante 15 s. As outras condições foram 
as mesmas empregadas no preparo de amostra de músculo, exceto, que neste caso, 
o extrato foi ressuspendido em 500 μL de fase móvel. 
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III.2.9 Determinação de FFC e seu metabólito majoritário em água proveniente 
do sistema de cultivo de peixes 
 
III.2.9.1 Desenvolvimento e otimização do SPE-UHPLC-MS/MS 
 
Para quantificação do FFC e FFA em amostras de água foi desenvolvido um 
método empregando o sistema SPE on-line ao UHPLC-MS/MS, ou seja, SPE-UHPLC-
MS/MS. O equipamento consiste de um injetor automático, um gerenciador de 
colunas, uma bomba quaternária (BQ), uma bomba binária (BB) e um espectrômetro 
de massas do tipo triplo quadrupolo (TQD).  
 O funcionamento do sistema consiste basicamente no gerenciamento de duas 
válvulas, a da direita e da esquerda. Quando as válvulas estão posicionadas ambas 
na posição 1, a amostra é carregada na coluna de SPE por meio da bomba 
quaternária. Quando a posição da válvula da esquerda muda para posição 2, a eluição 
dos analitos da coluna de SPE para a coluna analítica é feita pela bomba binária por 
contra fluxo (back flush). Na Figura III.1, é mostrado um esquema do funcionamento 
do SPE on-line. 
 
61 
 
 
 
 
Figura III.1 - Esquema do funcionamento do SPE-UHPLC-MS/MS (adaptado de 
Tetzner et al., 2016).  
 
Para a extração em fase sólida foi empregada uma coluna OASIS HLB (30 mm 
x 2,1 mm; 20 µm), a separação dos analitos e padrão interno foi realizada em uma 
coluna analítica AcquityTM UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm; 1,7 µm).  
 Para a otimização do método foram avaliados os seguintes parâmetros: volume 
de injeção da amostra (5 a 50 µL), número de injeções consecutivas (1 a 4 vezes), 
proporção do solvente de carregamento (água: metanol 100:0 e 95:5 v/v), o tipo de 
sorvente da coluna de SPE (Oasis HLB e XBridge C8), a proporção de solvente para 
eluição (água: metanol 35:65, 30:70, 20:80 e 10:90 (v/v), todos com 0,1% de ácido 
fórmico na fase aquosa), temperatura da coluna SPE (30, 35 e 40 °C) e tempo de 
carregamento da amostra (1,0; 1,5 e 2,0 minutos).  
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III.2.9.2 Validação do método SPE-UHPLC-MS/MS 
 
 O método para determinação de FFC e FFA em amostras de água foi validado 
mediante avaliação dos seguintes parâmetros: faixa linear, linearidade, limite de 
detecção e quantificação, exatidão e precisão intra e inter-dias. 
  A faixa linear e a linearidade foram estabelecidas por meio de curvas analíticas, 
em duplicata, em sete níveis de concentração de FFC e FFA (5,0; 10,0; 50,0; 100,0; 
150,0; 200,0; 250,0 μg L-1) na matriz. Foi empregado o FFC-d3 como surrogate na 
concentração de 100,0 μg L-1. 
  A exatidão foi avaliada em dois níveis de concentração para ambos analitos: 
10,0 e 50,0 μg L-1. As análises foram realizadas em quintuplicata. 
  Para a precisão, dois níveis de concentração 10,0 e 50,0 μg L-1 foram avaliados 
e os ensaios foram feitos em quintuplicata em um mesmo dia (precisão intra-dias) e 
em dois outros dias em quintuplicata (precisão inter-dias). Os resultados foram 
expressos pela estimativa do desvio padrão relativo (RSD). 
  Os limites de detecção (LOD) e de quantificação (LOQ) foram determinados 
pela razão sinal/ruído. Para isso, amostras de água isentas dos analitos foram 
fortificadas com FFC e FFA em concentrações decrescentes até razão sinal/ruído 
igual a 3 e 10 para LOD e LOQ, respectivamente. 
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III.3 RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
III.3.1 Método para quantificação de FFC na ração 
 
III.3.1.1 Desenvolvimento e otimização do método UHPLC-DAD 
 
 Para o desenvolvimento do método foi utilizada uma coluna de fase reversa 
(C18) e foram empregadas diferentes proporções de fase móvel composta de água e 
metanol. Como possíveis padrões internos foram avaliados o cloranfenicol (CLO) e o 
tianfenicol (TIA). A separação inicialmente foi realizada no modo isocrático, sendo a 
proporção escolhida de água: metanol 65:35 (v/v). Para avaliar a seletividade do 
método quanto a possível coeluição de compostos da matriz, os extratos brancos da 
ração com e sem adição do analito foram analisados. Foi verificada coeluição de 
compostos da matriz de caráter polar com o analito e, portanto, foi necessário realizar 
a separação cromatográfica usando a eluição por gradiente. A condição que permitiu 
a separação foi: A (água): B (metanol) 80:20 v/v para A:B 40:60 v/v (0 a 0,5 min); A:B 
80:20 v/ (0,5 a 2,0 min) e mantendo A:B 80:20 v/v (2 a 4,0 min). Um cromatograma 
característico da separação é apresentado na Figura III.2. 
 
 
Figura III.2 - Cromatograma da separação dos anfenicóis: tianfenicol (1) como PI, 
florfenicol (2) e cloranfenicol (3) como PI, todos na concentração de   5 µg mL-1. 
Condições: coluna AcquityTM UPLC BEH C18 1,7 µm, eluição modo gradiente, fase 
móvel (A) H2O e (B) Metanol, temperatura coluna 40 °C, λ de 223 nm. 
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 A princípio, tanto o TIA como CLO poderiam ser empregados como padrão 
interno. No entanto, pelo TIA ter um menor tempo de retenção na fase estacionária do 
que o CLO, o que levaria a um menor tempo de corrida cromatográfica, esse foi 
selecionado.  
  A vazão e volume de injeção empregados foram de 0,30 mL min-1 e 3 μL, 
respectivamente. As condições de detecção do DAD foram escolhidas de acordo com 
a máxima absorção na região UV de cada composto (223 nm para o FFC e 225 nm 
para o TIA).  
 
III.3.1.2 Otimização do preparo de amostra 
 
 Para a extração do FFC da ração foi avaliada a extração sólido-líquido usando 
os seguintes solventes: acetato de etila, acetonitrila, acetonitrila com 0,1% de ácido 
fórmico e metanol. Inicialmente os testes foram realizados partindo-se de 5 g de 
amostra branco de ração fortificada com 330 µg g-1 de FFC. 
 A escolha do tipo de solvente de extração depende diretamente das 
propriedades físico-químicas do analito e da matriz. O FFC possui um logP de    -0,04, 
o que indica baixa afinidade por solventes apolares. No entanto, o FFC é solúvel em 
solventes como metanol, etanol, dimetilformamida e dimetilsulfóxido e pouco solúvel 
em água. Na literatura há trabalhos que relatam o emprego de acetato de etila na 
extração de FFC e FFA (Filazi et al., 2014; Tao et al., 2014).  Os resultados de 
eficiência de extração foram avaliados por ensaios de recuperação e estão 
apresentados na Figura III.3. 
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Figura III.3 – Avaliação do tipo do solvente para a extração de FFC (na concentração 
de 330 µg g-1) da ração (n=3). Quantidade de amostra de ração de 5 g e volume de 
solvente de 10 mL.  
 Conforme pode-se observar o metanol, permitiu obter a melhor eficiência de 
extração em relação aos outros solventes (acetonitrila e acetato de etila) e, sendo 
assim, esse solvente foi selecionado para os estudos subsequentes.   
Em seguida foi otimizada a quantidade de amostra de ração a ser empregada 
(1, 3 e 5 g), usando metanol como solvente extrator. Os resultados estão apresentados 
na Figura III.4.  As quantidades de 3 e 5 g foram as que apresentaram os melhores 
resultados de eficiência de extração com valores de 97% (s = 4%) e 94% (s = 2%), 
respectivamente. 
 
 
Figura III.4 – Avaliação da quantidade de amostra de ração (n=3) empregada na 
extração do FFC (na concentração de 330 µg g-1). Volume de metanol de 10 mL. 
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 Uma vez que não foi verificada diferença significativa na extração do FFC 
quando quantidades de amostra de 3 g e 5 g foram empregadas, a porção de 3 g foi 
selecionada para os estudos subsequentes. Por fim, foi avaliado o volume do solvente 
extrator para a extração de FFC da ração. Foram avaliados volumes de 5, 10 e 15 mL 
de metanol e os resultados estão apresentados na Figura III.5. 
 
 
Figura III.5 – Avaliação volume de metanol empregado no procedimento de extração 
do FFC (na concentração de 330 µg g-1) da ração (n=3). Quantidade de amostra de 
ração de 3 g. 
 Foi verificado que não existe diferença entre os volumes de 5 a 15 mL de 
metanol e, sendo assim, ficou definido um volume intermediário de 10 mL para a etapa 
de extração, que fornece uma razão amostra/solvente adequada, favorecendo o 
contato mais eficiente da matriz com o solvente de extração.  
 
III.3.1.3 Validação do método 
 
Primeiramente foi feita a avaliação do efeito matriz. Para tanto, extratos brancos 
de ração foram fortificados com FFC na concentração de 330 µg g-1 e analisados por 
UHPLC-DAD; a área obtida foi comparada com a área do analito em solvente no 
mesmo nível de concentração (5,0 µg mL-1). Não foi observada diferença significativa 
entre as áreas do extrato branco fortificado com FFC e do FFC em solvente, o que 
indica a ausência de efeito matriz. Embora, esses resultados suportem a possibilidade 
de quantificar o FFC por uma curva analítica no solvente, optou-se pela quantificação 
do analito na ração com a curva analítica construída na matriz (matrix-matched 
calibration curve). 
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A seletividade, como já foi comentado anteriormente, mostrou-se adequada para 
a quantificação do FFC, assim como a do padrão interno escolhido TIA. Esta foi 
confirmada pela ausência de picos interferentes obtidos pela análise comparativa dos 
cromatogramas de extratos brancos isento dos analitos e com o extrato branco 
fortificado com FFC e o TIA na concentração de 5,0 µg mL-1.Os demais resultados 
são apresentados na Tabela III.1. 
 
Tabela III.1 - Parâmetros de validação do método desenvolvido para a determinação 
de FFC em ração por UHPLC-DAD. 
Faixa linear 400 – 1800 µg g-1 
Linearidade 0,999 
LOD 3 µg g-1 
LOQ 10 µg g-1 
Níveis de concentração 400 µg g-1 1000 µg g-1 1800 µg g-1 
Precisão intra-dia (RSD %) 2,3 0,7 0,8 
Precisão inter-dia (RSD %) 2,5 2,9 1,4 
Exatidão (%) 100,1 100,2 99,9 
  
 A linearidade do método, expressa pelo coeficiente de correlação linear (r), 
mostrou-se superior a 0,99. Para o nível de concentração estudado, a estimativa do 
desvio padrão relativo (RSD) avaliada em três níveis de concentração foi inferior a 3% 
e a exatidão para todos os três níveis de concentração avaliados ficaram no intervalo 
de 99,9 a 100,2%. Portanto, todas as figuras de mérito estudadas mostraram-se 
dentro dos critérios de aceitação para o qual o método foi proposto.  
 
III.3.2 Método para quantificação dos resíduos de FFC e FFA em tecidos de pacu 
 
III.3.2.1 Avaliação da estabilidade do FFC e FFA 
 
 A avaliação da estabilidade dos analitos no extrato da matriz e na matriz alvo é 
de suma importância, uma vez que pode afetar diretamente a exatidão do resultado, 
devido a possibilidade de degradação dos analitos nas condições em que são 
expostas. Esses estudos foram realizados no extrato e nos tecidos de peixe para 
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definir as condições de estocagem. Segundo recomendações do guia da Comunidade 
Europeia de 2002 (96/23/EC), os estudos de estabilidade devem compreender as 
condições pelas quais as amostras serão mantidas até a análise. 
 Assim, FFC e FFA foram determinados pelo método descrito no item III.2.8 e 
os resultados das concentrações foram plotadas em função do tempo de estocagem. 
Como limite de aceitação, foi estabelecido um faixa de duas vezes a estimativa do 
desvio padrão relativo ( 2s), linha azul tracejada nos gráficos das Figuras III.6 a III.11. 
Também foram plotadas linhas tracejadas vermelha para um desvio de ( 3s). 
 
a) Estabilidade dos analitos no extrato 
 
 Para avaliar a estabilidade dos analitos FFC e FFA no extrato, extratos de 
amostras branco de músculo obtidas conforme descrito em III.2.8, foram fortificadas 
com os analitos na concentração de 1,0 µg g-1 e armazenados em geladeira (4°C) até 
um período máximo de 20 dias. Os resultados estão apresentados nas Figuras III.6 e 
III.7, para FFA e FFC, respectivamente. 
 
 
Figura III.6 - Estabilidade do FFA no extrato de músculo extraído fortificado na 
concentração de 1,0 µg g -1, armazenado em frascos âmbar a 4°C.  
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Figura III.7 - Estabilidade do FFC no extrato de músculo extraído fortificado na 
concentração de 1,0 µg g -1 armazenado em frascos âmbar a 4°C 
 
 Os resultados indicam que se houver necessidade, os extratos podem ser 
armazenados em geladeira por um período de até 20 dias. No entanto, o procedimento 
adotado foi sempre analisar as amostras de imediato.  
 
b) Avaliação da estabilidade dos analitos no músculo de peixe 
 
 Estudos semelhantes aos descritos no item a foram realizados para avaliar a 
estabilidade dos analitos na matriz músculo. Esses estudos são importantes porque 
definem por quanto tempo as amostras podem ser armazenadas em freezer sem que 
haja degradação dos analitos. Para esses estudos, amostras de músculo de 100 g 
foram trituradas, e particionadas em porções de 3 g e fortificadas com FFC e FFA na 
concentração de 1,0 µg g-1. As amostras foram acondicionadas em tubos Falcon e 
armazenadas em freezer a  -22°C por um período de até 45 dias. Os resultados para 
FFA e FFC estão apresentados nas Figuras III.8 e III.9, respectivamente. 
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Figura III.8 - Estabilidade do FFA na matriz de músculo fortificado na concentração 
de 1,0 µg g -1, armazenado em tubos Falcon a -22 °C.  
 
 
Figura III.9 - Estabilidade do FFC na matriz de músculo fortificado na concentração 
de 1,0 µg g -1 armazenado em tubos Falcon a -22 °C. 
 
 Diante dos resultados obtidos é possível afirmar que não há degradação 
relevante dos analitos nestas condições de estocagem por um período de até 45 dias.  
 
c) Avaliação da estabilidade dos analitos por ciclos de 
congelamento/descongelamento 
 
 Para avaliar a estabilidade dos analitos FFC e FFA na matriz, porções de 3 g 
de amostras branco de músculo, obtidas conforme descrito em III.2.8, foram 
fortificadas com os analitos na concentração de 1,0 µg g-1 e armazenados no freezer. 
Diante da possibilidade das amostras passarem por ciclos de 
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congelamento/descongelamento, é importante conhecer a estabilidade dos analitos 
sob estas condições extremas, e assim definir se as amostras após tais condições 
ainda podem ser consideradas confiáveis. As recomendações para estes ensaios 
foram baseadas no Guia VICH GL49 revisada (VICH, 2015). Os resultados obtidos na 
avaliação da estabilidade pós ciclos de congelamento e descongelamento são 
mostrados nas Figuras III.10 e III.11. 
 
 
Figura III.10 – Estabilidade do FFA no músculo após ciclos de congelamento e 
descongelamento, fortificado na concentração de 1,0 µg g -1. 
 
 
Figura III.11 - Estabilidade do FFC no músculo após ciclos de congelamento e 
descongelamento, fortificado na concentração de 1,0 µg g -1. 
 Diante dos resultados apresentados nota-se que os ciclos de congelamento e 
descongelamento não afetaram a concentração dos analitos na matriz. Assim, as 
amostras podem ser submetidas até três ciclos de congelamento/descongelamento 
sem comprometer a exatidão dos resultados. 
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III.3.2.2 Desenvolvimento e otimização de método UHPLC-MS/MS 
 
 A técnica de UHPLC-MS/MS promoveu um grande avanço na determinação de 
resíduos de fármacos veterinários em alimentos e tecidos de origem animal (Dong et 
al., 2011; Guidi, 2017). O alto desempenho da técnica resulta da união da alta 
eficiência e velocidade na separação dos compostos obtidos por UHPLC, aliado a 
seletividade da espectrometria de massa sequencial. No entanto, um ponto crítico é o 
efeito matriz quando o modo de ionização por electrospray (ESI) é empregado. Tendo 
em vista que a quantificação dos analitos seria realizada pelo modo de reações 
selecionadas (SRM), os padrões analíticos e o surrogate foram infundidos na 
concentração de 1,0 µg mL-1 para selecionar as transições m/z a serem monitoradas. 
A fonte do ESI foi operada no modo positivo para o FFA e negativo para FFC e FFC-
d3. Os parâmetros estabelecidos para a quantificação e confirmação de identidade 
dos analitos e surrogate são apresentados nas Tabelas III.2 e III.3. Para cada analito 
foram definidos um íon de quantificação e um de confirmação de identidade. 
 
Tabela III.2 – Parâmetros otimizados para as transições de quantificação monitoradas 
no modo SRM. 
Analito  ESI 
íon 
precursor 
m/z 
íon 
produto 
m/z 
Transição  
 
Voltagem 
do 
cone (V) 
Energia 
de 
colisão 
(eV) 
Dwell 
time 
(s) 
Florfenicol 
Amina + 
248 104 Quantificação 30 20 0,060 248 130 Confirmação 
Florfenicol - 356 185 Quantificação 30 20 0,030 356 336 Confirmação 
Florfenicol-
d3 - 
357 188 Quantificação 30 20 0,030 357 339 Confirmação 
 
 
Tabela III.3 - Parâmetros empregados no espectrômetro de massas sequencial. 
Modo de 
Ionização 
Voltagem 
do capilar 
(kV) 
Temp. da 
fonte (°C) 
Temp. de 
dessolvatação 
(°C) 
Vazão do gás de 
dessolvatação  
(Lh-1) 
Positivo (+) 3,5 150 500 650 
Negativo (-) 1,5 150 500 1000 
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 A fase móvel escolhida foi água e metanol com o aditivo ácido fórmico na fase 
aquosa. A escolha do ácido fórmico foi devido à sua volatilidade e capacidade de 
protonar o FFA, que seria determinado usando a fonte de ESI no modo positivo. 
Embora essa não seria a condição mais favorável para o FFC, que tem uma 
detectabilidade melhor no modo negativo de ionização, essa condição tem sido 
empregada por outros autores (Anadon et al., 2008; Filazi et al., 2014; Luo et al., 2010; 
Xie et al., 2011; Xu et al., 2015) e também permitiu a quantificação deste composto 
com detectabilidade adequada para a sua quantificação nos tecidos de peixes. Para 
obter uma condição favorável para os dois analitos foram avaliadas duas 
concentrações de ácido fórmico, 0,1% e 0,01%, como aditivo na fase aquosa. A 
resposta em área foi maior para o FFC na menor concentração do aditivo e nesta 
condição seria possível atingir um limite de quantificação do FFC de 0,01 µg g-1 
(músculo) e 0,05 µg g-1 (pele), o que seria adequado para os objetivos deste trabalho. 
 Na separação cromatográfica foram testados diferentes tipos de fases 
estacionárias visando aumentar o tempo de retenção do analito mais polar, o FFA, 
que eluia próximo ao tempo de retardamento na fase C18. Fases estacionários do tipo 
C18 com grupo polar embutido, fenil e HILIC foram avaliadas. Entretanto, quando era 
alcançado um tempo de retenção favorável para análise do FFA, a condição 
desfavorecia totalmente a análise do FFC, mesmo empregando um gradiente de 
eluição. Desta forma, a fase estacionária do tipo C18 usualmente utilizada na 
separação de FFC e FFA (Luo et al., 2010; Xie et al., 2011; Xu et al., 2015) foi 
selecionada.  
 Por fim, a proporção dos solventes água com ácido fórmico e metanol na fase 
móvel foi avaliada 90:10; 80:20 e 65:35, (v/v). O aumento da proporção de água na 
fase móvel não foi capaz de melhorar a retenção do FFA nesta fase estacionária. As 
melhores condições de separação cromatográfica para os dois analitos foram obtidas 
com água com ácido fórmico: metanol 65:35, v/v com eluição isocrática. Um 
cromatograma característico é apresentado na Figura III.12. 
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Figura III.12- Cromatogramas do modo de reações selecionadas (SRM): todos os 
analitos na concentração de 1000 ng g-1. Condições: coluna AcquityTM UPLC BEH C18 
1,7 µm, eluição modo isocrático, fase móvel (A) água com 0,01% de ácido fórmico e 
(B) MeOH, temperatura da coluna 40 °C. 
 
 As condições otimizadas para a separação cromatográfica foram: coluna 
AcquityTM UPLC BEH C18 (50 mm x 2,1 mm; 1,7 µm), fase móvel composta por água 
com ácido fórmico: metanol (65:35, v/v), com adição de 0,01% de ácido fórmico na 
fase aquosa, sob eluição no modo isocrático, com vazão de 0,35 mL min-1 e 
temperatura da coluna de 40 °C. 
 
III.3.2.3 Preparo de amostra QuEChERS 
 
 O procedimento QuEChERS proposto por Anastassiades et al., (2003) foi 
desenvolvido originalmente para a determinação de pesticidas em alimentos de 
origem vegetal. Entretanto, devido à versatilidade e eficiência deste procedimento de 
preparo de amostra, o mesmo passou a ser amplamente aplicado na análise de 
resíduos de fármacos veterinários em alimentos de origem animal (Lombardo-Agüí et 
al., 2015; Villar-Pulido et al., 2011).  
 Este procedimento permite a extração dos analitos utilizando a acetonitrila 
como solvente de extração, na presença ou ausência de soluções tampão, 
empregando elevadas quantidades de sais para promover o efeito salting out, ou seja, 
permitindo assim que analitos com alta afinidade pela água contida na amostra, 
migrem favoravelmente para a fase orgânica. Além disso, é possível obter extratos 
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limpos de forma eficiente, através da remoção dos lipídios, gorduras e proteínas com 
um passo adicional, empregando a extração em fase sólida dispersiva. 
 Frente às vantagens deste procedimento, o mesmo foi avaliado para a extração 
de FFC e FFA em músculo de peixe. A primeira etapa de otimização deste 
procedimento foi avaliar o efeito do pH na extração dos analitos e, portanto, foi 
avaliado o QuEChERS original e o modificado empregando tampão acetato. Foi obtida 
uma eficiência de extração de 32% (s = 16%) para o FFA na versão original e 40% (s 
= 10%) na versão acetato, enquanto que para o FFC foi de 75% (7%) para a versão 
original e 83% (s = 9%) na versão acetato. Os resultados indicaram uma maior 
eficiência de extração, embora discreta, com o meio tamponado e, portanto, esse foi 
escolhido para os estudos subsequentes.  
 Em uma próxima etapa foi avaliada a quantidade de amostra a ser empregada 
(1, 3 e 5 g). A quantidade de amostra é importante, pois influencia diretamente o limite 
de quantificação do método. Os resultados são apresentados na Figura III.13. 
Para o FFA, as eficiências de extração foram independentes da massa inicial 
de amostra e variaram entre 39% (s = 5%) e 45% (s = 12%). Para o FFC, o uso de 
uma massa de 1 g de amostra levou a uma maior eficiência de extração (90%, s = 
8%) em comparação com massas maiores (72%, s = 3% para 3 g e 65%, s = 11% 
para 5 g). A maior recuperação obtida para massas menores pode ser justificada pela 
maior relação solvente/amostra, favorecendo a recuperação do analito de forma 
exaustiva. Por outro lado, massas de amostras pequenas podem ser menos 
representativas quanto à amostragem e, portanto, a massa de 3 g foi selecionada para 
os estudos subsequentes.  
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Figura III.13 - Avaliação da eficiência de extração com diferentes quantidades de 
amostra. Otimização da versão QuEChERS acetato com 10 mL do solvente extrator 
(ACN com 1% de ácido acético). 
 
 A etapa de salting out no procedimento QuEChERS, ocorre devido à adição de 
grandes quantidades de sal, neste caso MgSO4 anidro e CH3COONa. O MgSO4 anidro 
tem como objetivo principal favorecer a extração de analitos mais polares, reduzindo 
a quantidade de água contida no extrato, favorecendo assim a migração dos analitos 
para a fase orgânica. O acetato de sódio, por sua vez, é responsável pela formação 
do meio tamponante na amostra. Foram avaliadas as seguintes proporções: MgSO4 
(g)/CH3COONa (g), sendo: R1: 4,0/1,0; R2: 6,0/1,5; R3: 7,5/2,5 e R4 8,0/2,0. O melhor 
resultado foi obtido na proporção descrita em R4, onde para o FFA se obteve uma 
eficiência de extração de 47% (s = 6%) e FFC de 88% (s = 1%), conforme pode ser 
observado na Figura III.14. 
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Figura III.14 - Avaliação da eficiência de extração com variações das razões (MgSO4/ 
CH3COONa) empregados na etapa de salting out. Otimização da versão QuEChERS 
acetato com 10 mL do solvente extrator (ACN com 1% de ácido acético) e 3 g de 
amostra de músculo. Razão 1 (R1) = R1: 4,0 g de MgSO4 e 1,0 g de CH3COONa; R2: 
6,0 g de MgSO4 e 1,5 g de CH3COONa; R3: 7,5 g de MgSO4 e 2,5 g de CH3COONa; 
R4: 8,0 g de MgSO4 e 2,0 g de CH3COONa. 
 
 O último parâmetro avaliado foi a limpeza dos extratos com adição de diferentes 
sorventes. Neste ensaio, C18, PSA e uma mistura C18/PSA (50/50, m/m) foram 
estudados. Os resultados estão apresentados na Figura III.15. Quando utilizado PSA, 
foi observada uma redução significativa na recuperação do FFA, que pode ter sido 
decorrente da alta afinidade deste por esta fase.  
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Figura III.15 - Avaliação da eficiência de extração com o uso de diferentes tipos de 
sorventes empregados na etapa de clean-up. Otimização da versão QuEChERS 
acetato com 10 mL do solvente extrator (ACN com 1% de ácido acético) e 3 g de 
amostra de músculo. 
 Com o uso do sorvente C18 as recuperações foram de 69% (s = 13%) para FFA 
e 95% (s = 7%) para FFC, o que foi considerado adequado para o objetivo previsto. 
Além do músculo de peixe, seria necessário estabelecer um procedimento de preparo 
de amostra também para a pele. Sendo assim, o procedimento definido para o 
músculo foi aplicado para a pele e algumas adaptações tiveram que ser realizadas, 
como: quantidade de amostra (2 g) e volume em que o extrato seco foi ressuspendido 
(500 µL).  
 
III.3.2.4 Validação do método UHPLC-MS/MS  
 
 Uma vez estabelecidas as condições do método, esse foi validado para 
determinação de FFC e FFA em filé de peixe (pele e músculo). Primeiramente, foi feita 
a avaliação do efeito matriz. Para tanto, extratos brancos de filé de pacu foram 
fortificados com FFA e FFC e, posteriormente, analisados por UHPLC-MS/MS e a 
razão das áreas (analito/padrão interno) obtidas comparadas com a razão da solução 
em solvente no mesmo nível de concentração. Os valores de efeito matriz obtidos 
para o FFC e o FFA foram de 2,0 e -69,0%, respectivamente. O efeito matriz 
pronunciado para FFA se justifica pelo fato que este elui próximo ao tempo de 
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retardamento da coluna com fase estacionária C18. Assim componentes polares 
endógenos da matriz devem influenciar de maneira significativa na ionização do 
analito. Entretanto, como os limites de quantificação alcançados pela técnica 
atenderam a necessidade do método e, devido a quantificação dos analitos ser 
realizada por meio de uma curva construída na matriz, o efeito matriz estimado é 
aceitável. 
As curvas analíticas foram construídas em uma faixa ampla de concentração 
para o FFC e FFA. Estudos preliminares com tecidos de pacu provenientes de peixes 
medicados com FFC do ensaio de depleção (Capítulo IV) foram empregados para 
delimitar essas faixas. Sendo assim, foram estabelecidas faixas de concentração em 
músculo de 25 a 400 ng g-1 e 25 a 2500 ng g-1 para FFC e FFA, respectivamente e 
para a pele de 100 a 1500 ng g-1 para ambos os analitos. Cabe destacar, que na 
análise de amostras os teores dos analitos necessitam estar na faixa linear e diluições 
não podem ser realizadas por causa do efeito matriz. 
As curvas analíticas e os gráficos de resíduos para o FFA e FFC em músculo 
estão apresentados nas Figuras III.16 e III.17 e para a pele nas Figuras III.18 III.19, 
respectivamente.  As variâncias se mostraram homogêneas o que confirma a 
homocedasticidade e permite ajustar os dados ao Método dos Mínimos Quadrados 
Ordinários para o estabelecimento das equações das retas. 
 
  
Figura III.16 – Curva analítica do FFA e seu respectivo gráfico de resíduo em músculo 
de pacu. FFC-d3 foi usado como surrogate (PI) na concentração de 600 ng g-1. 
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Figura III.17 – Curva analítica do FFC e seu respectivo gráfico de resíduos em 
músculo de pacu. FFC-d3 foi usado como surrogate (PI) na concentração de 600 ng 
g-1. 
 
  
Figura III.18 - Curva analítica do FFA na matriz pele e seu respectivo gráfico de 
resíduos. FFC-d3 foi utilizado como surrogate (PI) na concentração de   600 ng g-1. 
 
  
Figura III.19 - Curva analítica do FFC na matriz pele e seu respectivo gráfico de 
resíduos. FFC-d3 foi utilizado como surrogate (PI) na concentração de   600 ng g-1. 
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Os parâmetros de validação estão apresentados na Tabela III.4.  
 
Tabela III.4 - Parâmetros de validação para o método UHPLC-MS/MS para análise de 
músculo e pele de pacu. 
Parâmetros Músculo Pele FFC FFA FFC FFA 
Faixa linear (ng g-1) 25 – 400 25 – 2500 100 – 1500 100 – 1500 
Linearidade (r) 0,996 0,998 0,993 0,989 
LOQ (ng g-1) 10 10 50 50 
LOD (ng g-1) 3 3 15 15 
Exatidão (%)     
PB 104 114 133 99 
PM 99 96 100 87 
PA 100 102 101 93 
Precisão     
Intra-dia (RSD %)     
PB 4 18 21 20 
PM 2 6 8 8 
PA 2 5 5 10 
Inter-dia (RSD %)     
PB 8 26 16 24 
PM 5 6 5 7 
PA 4 6 4 10 
PA = Ponto alto; PM = Ponto médio; PB = Ponto baixo. 
Pele: PA 1500 ng g-1; PM 600 ng g-1; PB 100 ng g-1;  
Músculo: PA 1000 ng g-1; PM 600 ng g-1; PB 50 ng-1. 
  
O método analítico foi considerado adequado para o objetivo da determinação 
de resíduos de FFC e FFA em músculo e pele de pacu, ou seja, este foi considerado 
seletivo, e apresentou limites de detecção e quantificação de 3 e 10 ng g-1 no músculo 
e de 15 e 50 ng g-1 na pele para ambos os analitos, atendendo os requisitos 
necessários para realização do ensaio de depleção. 
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III.3.2.5 Quantificação do FFA e FFC em tecidos 
 
 Com o método desenvolvido, otimizado e validado, este foi empregado na 
quantificação de FFC e FFA em amostras de pele e músculo de pacu durante um 
ensaio de depleção (resultados apresentados no Capítulo IV). 
 
III.3.3 Determinação de FFC e FFA residual em água do sistema de cultivo usado 
no ensaio de depleção 
 
III.3.3.1 Otimização das condições do SPE-UHPLC-MS/MS 
 
 O sistema SPE-UHPLC-MS/MS empregado está resumidamente descrito na 
parte experimental (item III.2.9.1).  
 Para otimizar o método SPE foram avaliados os seguintes parâmetros: tipo de 
sorvente da coluna de SPE, solvente e volume de carregamento da amostra, solvente 
de eluição e volume de injeção. A bomba quaternária propulsiona os solventes para a 
coluna de SPE na etapa de concentração e a bomba binária elui os analitos retidos 
na coluna de SPE e os transporta para a coluna analítica e o espectrômetro de massas 
em sequência. Como etapa inicial, foi avaliado o tempo de carregamento da amostra. 
Foram avaliados dois sorventes: C8 e Oasis HLB. O FFA não mostrou afinidade 
pelo sorvente C8, mesmo usando água no carregamento que seria o solvente de força 
cromatográfica mais fraco para essa fase. O sorvente Oasis HLB, por possuir grupos 
de interações do tipo hidrofílico/lipofílico, possibilitou a concentração de ambos 
analitos. Sendo assim, os estudos subsequentes foram realizados com a coluna Oasis 
HLB.  
Em uma próxima etapa foram avaliados o solvente e o tempo de carregamento 
da amostra.  Esses dois parâmetros necessitam ser ajustados no sentido de permitir 
um clean-up eficiente sem a perda dos analitos na etapa de carregamento. Diante da 
polaridade do FFA, apenas duas proporções de água: metanol foram testadas 100:0 
e 95:5, (v/v). Foi verificado que com uma proporção de 95:5 (v/v) e um tempo de 1,5 
min, com uma vazão de 1,0 mL min-1 não houve perda considerável dos analitos.   
A composição do solvente de eluição foi variada e selecionada de forma empírica 
pela avaliação do formato e área do pico cromatográfico. A fase móvel da bomba 
binária foi selecionada com base na fase móvel previamente utilizada para a 
83 
 
 
 
determinação de FFC e FFA em tecidos de peixes por UHPLC-MS/MS, ou seja, água 
e metanol. No entanto, nesta fase móvel foi utilizado apenas 0,01% de ácido fórmico 
na fase aquosa e na fase orgânica em vez de 0,1%, pois esta condição levou a um 
incremento de aproximadamente 20% na resposta dos FFC que é determinado com 
a ESI operando no modo negativo. Foram avaliadas as seguintes fases compostas de 
água: metanol 35:65 v/v, 30:70 v/v, 20:80 v/v e 10:90 v/v. Os resultados, em unidades 
de área, estão mostrados na Figura III.20. 
 
 
Figura III.20 - Área dos picos cromatográficos usando diferentes proporções de 
metanol na fase aquosa (ambos solventes acrescidos de ácido fórmico 0,01%) na 
eluição dos analitos no sistema de SPE-UHPLC-MS/MS. Fase de carregamento 
composta por água: metanol 95:05, (v/v), analitos na concentração de 0,10 μg μL-1. 
Condições cromatográficas: sistema SPE-UHPLC-MS/MS, coluna de SPE Oasis HLB 
(2,1 x 30 mm; 20 μm), coluna cromatográfica Acquity UPLC® BEH C18 (2,1 x 50 mm; 
1,7 μm), eluição em modo isocrático, temperatura da coluna 40 °C, temperatura da 
amostra 20 °C, vazão de 0,40 mL min-1 e volume de injeção de 250 μL. 
 
 Com estes testes, foi possível observar que não houve diferença significativa 
na resposta analítica para o FFA em todas as proporções estudadas. Já para o FFC, 
apenas na proporção 10:90 v/v água: metanol (ambos adicionados de ácido fórmico 
de 0,01% v/v) houve um incremento significativo na área do pico cromatográfico, de 
aproximadamente 30%. No entanto, ao analisar os cromatogramas, foi possível 
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observar que o pico correspondente ao FFC apresentou uma cauda maior usando a 
proporção 10:90 v/v água: metanol (ambas adicionadas de ácido fórmico de 0,01% 
v/v) (Figura III.21) do que usando a proporção 35:65 (v/v) água: metanol (ambas 
adicionadas de ácido fórmico de 0,01% v/v) (Figura III.22), fato que pode prejudicar a 
quantificação em níveis de concentração mais baixos. Portanto, a proporção 35:65 
(v/v) água: metanol (ambas adicionadas de ácido fórmico de 0,01% v/v) foi 
selecionada para os próximos testes.  
 
 
Figura III.21 - Cromatogramas (SRM) dos fármacos FFC e FFA usando para eluição 
dos analitos da coluna de SPE uma fase de água: metanol (ambas acrescidas de 
0,01% ácido fórmico) 10:90 (v/v). Condições: concentração de FFC e FFA de 1,0 µg 
L-1, coluna de SPE Waters OASIS HLB (2,1 x 30 mm; 10 μm), fase de carregamento 
água: metanol 95:5 (v/v) em modo isocrático, coluna cromatográfica Acquity UPLC® 
BEH C18 (2,1 x 50 mm; 1,7 μm), fase móvel água: metanol (ambas acrescidas de 
0,01% ácido fórmico) 10:90 (v/v) em modo isocrático, temperatura da coluna 40 °C, 
temperatura da amostra 20 °C, vazão de 0,40 mL min- 1, volume de injeção de 250 μL. 
 
 
 
FFC 
FFA 
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Figura III.22 – Cromatogramas (SRM) dos fármacos FFC e FFA usando para eluição 
dos analitos da coluna de SPE uma fase de água: metanol (ambas acrescidas de 
0,01% ácido fórmico) 35:65 (v/v). Condições: concentração de FFC e FFA de 1,0 µg 
L-1, coluna de SPE Waters OASIS HLB (2,1 x 30 mm; 10 μm), fase de carregamento 
água: metanol 95:5 (v/v) em modo isocrático, coluna cromatográfica Acquity UPLC® 
BEH C18 (2,1 x 50 mm; 1,7 μm), fase móvel água: metanol (ambas acrescidas de 
0,01% ácido fórmico) 35:65 (v/v) em modo isocrático, temperatura da coluna 40 °C, 
temperatura da amostra 20 °C, vazão de 0,40 mL min- 1, volume de injeção de 250 μL. 
 
 Um resumo das condições otimizadas das duas bombas, quaternária e binária, 
são mostrados na Tabela III.5. 
 
Tabela III.5 - Condições otimizadas do sistema SPE on-line. 
Bomba Quaternária Bomba binária 
Tempo 
(min) 
Vazão 
 (mL min-1) 
 % A  % B Curva 
Tempo 
(min) 
Vazão  
(mL min-1) 
 % A  % B 
0,0 
1,0 
95 5 6 
0,0 0,40 35 65 1,5 95 5 6 
2,5 5 95 2 Evento Tempo 
(min) 
Válvula Posição 
5,5 5 95 6 1 1,5 Direita 2 
7,5 95 5 2 
2 2,0 Direita 1 8,5 95 5 6 
A: água com 0,01% de ácido fórmico e B: metanol com 0,01% de ácido fórmico. 
 
 
FFC 
 FFA 
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 Por fim, foi realizado um ensaio para escolha do volume de injeção. Este é 
considerado um fator importante, pois irá afetar o limite de quantificação do método. 
Os volumes de injeção avaliados foram: 50, 125 e 250 μL e os resultados são 
apresentados na Figura III.23.  
 
 
Figura III.23 - Área dos picos cromatográficos resultante do uso de diferentes volumes 
de injeção da amostra no sistema de SPE-UHPLC-MS/MS. Analitos na concentração 
de 1,0 μg L-1; carregamento da amostra: água: metanol 95:5, (v/v) na coluna SPE 
Oasis HLB (2,1 x 30 mm; 20 μm), eluição da coluna cromatográfica Acquity UPLC® 
BEH C18 (2,1 x 50 mm; 1,7 μm) com  água: metanol (ambas acrescidas de 0,01% 
ácido fórmico) 35:65 (v/v), eluição em modo isocrático, temperatura da coluna 40 °C, 
temperatura da amostra 20 °C, vazão de 0,40 mL min-1. 
 Enquanto, houve um aumento da área do pico do FFC com o aumento do 
volume de injeção, para o FFA foi observado o contrário. Esse fato pode ser explicado 
pela perda do FFA no carregamento da amostra na coluna de SPE decorrente do 
caráter polar da molécula e pouca afinidade pela fase sorvente. Em vista desses 
resultados, o volume de 50 μL foi escolhido, uma vez que este volume apresentou 
resultados satisfatórios para a quantificação de ambos os analitos (FFA e FFC), sem 
comprometer a sua quantificação em baixas concentrações, mais especificamente na 
ordem de µg L-1, que foi considerado adequado para o monitoramento da água dos 
tanques no estudo de depleção (Capítulo IV). 
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 As condições finais otimizadas do método de SPE-UHPLC-MS/MS foram: 
coluna SPE OASIS HLB; carregamento da amostra em água: metanol 95:5 (v/v) 
durante 1,5 min, com uma vazão de 1,0 mL min-1, modo de eluição isocrático com fase 
móvel composta de água: metanol (ambas acrescidas de 0,01% ácido fórmico) 35:65 
(v/v), na vazão de 0,40 mL min-1 e volume de injeção de 50 µL;  
 
III.3.3.2 Validação do método SPE-UHPLC-MS/MS 
 
O método SPE-UHPLC-MS/MS foi validado para determinação de FFC e FFA 
em água na faixa de concentração de 5 a 250 µg L-1. Esta amplitude da faixa de 
concentração de trabalho foi selecionada, diante da versatilidade pelo qual o método 
seria utilizado, ou seja, as concentrações mais baixas foram focadas na determinação 
de resíduos nas amostras de água dos tanques do sistema empregado no ensaio de 
depleção. Já a região de concentração mais elevada, próximo à 250 µg L-1, foi 
selecionada visando as concentrações dos resíduos de FFC no ensaio de lixiviação 
ração-água. As curvas analíticas e os gráficos de resíduos estão apresentados nas 
Figuras III.24 e III.25.  As variâncias se mostraram homogêneas o que confirma a 
homocedasticidade e permitiu o ajuste dos dados ao Método dos Mínimos Quadrados 
Ordinários para o estabelecimento das equações das retas. Os parâmetros de 
validação estão apresentados na Tabela III.7.  
 
  
Figura III.24 – Curva analítica do florfenicol amina construída na matriz água e seu 
respectivo gráfico de resíduos. FFC-d3 foi usado como surrogate (PI) na concentração 
de 100 µg L-1. 
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Figura III.25 – Curva analítica do florfenicol construída na matriz água e seu respectivo 
gráfico de resíduos. FFC-d3 foi usado como surrogate (PI) na concentração de 100 µg 
L-1. 
 
Tabela III.6 – Parâmetros de validação do método SPE-UHPLC-MS/MS para 
determinação de FFC e FFA em água. 
Figuras de mérito FFA FFC 
Faixa Linear (µg L-1) 5,0 – 250  
Linearidade 0,997 0,999 
LOD (µg L-1) 0,3  0,3 
LOQ (µg L-1) 1,0 1,0 
Níveis de concentrações 
avaliados 
10 µg L-1 50 µg L-1 10 µg L-1 50 µg L-1 
Precisão intra-dia (RSD%) 3,5 
11,6 
96 
3,7 2,0 2,3 
Precisão inter-dia (RSD%) 9,7 4,5 4,2 
Exatidão (%) 82 105 102 
 
 Neste método, o efeito matriz não foi avaliado, pois devido a configuração on-
line do equipamento este não permite a obtenção de um extrato para comparação da 
resposta no solvente com o extrato fortificado. 
 Para os demais parâmetros, o método apresentou linearidade acima de 0,99 
para o FFC e o FFA, limite de quantificação para ambos analitos foi de 1 µg L-1. Estes 
valores são adequados para os objetivos previstos e menores do que os relatados na 
literatura utilizando LC-MS/MS (Chen & Zhou, 2014; Shi et al., 2014). Desta forma, o 
método atendeu o objetivo do estudo. As precisões inter e intra-dia foram inferiores a 
12%, o que é aceitável de acordo com os guias base do MAPA (MAPA, 2011) e da 
Comunidade Europeia (EC, 2002) para o nível de concentração estudado. 
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IV. ENSAIO DE DEPLEÇÃO: FLORFENICOL EM PACU (Piaractus 
mesopotamicus) 
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IV.1 Introdução  
 
 A aquicultura brasileira ganhou destaque nos últimos anos. Diante deste 
cenário, os produtores estão optando pelo sistema de produção intensiva para atender 
a demanda do mercado.  
 Na piscicultura, o uso generalizado de antimicrobianos para o tratamento de 
doenças bacterianas tem sido associado ao desenvolvimento de resistência 
bacteriana, incluindo bactérias Aeromonas hydrophila, A. salmonicida, Edwardsiella 
tarda, E. ictaluri, Vibrio anguillarum, V. salmonicida, Pasteurella piscicida e Yersinia 
ruckeri (Canadá-Canadá et al. 2009). Dada essa preocupação, alguns países 
estabeleceram regulamentos sobre o uso desses fármacos na aquicultura. Em 
particular, no Brasil, o Plano Nacional de Controle de Resíduos e Contaminantes 
(PNCRC), criado em 1995 pelo MAPA (MAPA, 1999), possui um programa de 
gerenciamento de resíduos de medicamentos veterinários em peixes, que é baseado 
nas diretrizes da Comunidade Europeia. Neste programa consta a avaliação de 
florfenicol (FFC) em pescado, mas não inclui o metabólito majoritário, o florfenicol 
amina (FFA). 
 São apenas dois antimicrobianos veterinários aprovados para uso na 
aquicultura brasileira. O FFC com formulação específica para tilápias e seus híbridos 
e a oxitetraciclina permitido para bagres e crustáceos.  
O FFC é comercializado sob a forma de premix por dois fabricantes, a Schering-
Plough e a Fav do Brasil.  
 Para o FFC, a ANVISA preconiza um MRL de 1000 mg/kg para a soma de FFC 
e seu metabolito majoritário, o florfenicol amina (FFA), em filé de peixe, com base ao 
MRL recomendado pela Comunidade Europeia. O conhecimento desses limites é 
necessário para o estabelecimento dos períodos de carência, ou seja, o tempo mínimo 
necessário entre a última administração do medicamento e o abate, para que os 
resíduos provenientes do insumo farmacêutico ativo e/ou metabólitos atinjam 
concentrações abaixo do MRL. O período de carência tem como finalidade garantir a 
segurança do consumidor.  
 Existem vários estudos sobre o metabolismo e depleção residual de FFC em 
diferentes espécies animais, incluindo frangos (Anadon et al., 2008; Chang et al., 
2010), suínos (Li , 2006), cães (Park et al., 2008) e bezerros (Varma et al., 1986).  Foi 
verificado que a maior parte do FFC administrado a bezerros é excretado na urina. 
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Como metabólitos foram identificados FFA, florfenicol álcool, florfenicol ácido oxamico 
e monocloro-florfenicol. Foi também evidenciado que o FFA é o metabólito majoritário 
em muitas espécies animais e pode ser empregado como resíduo marcador para o 
cálculo do período de carência.   
 Em peixes, a depleção do FFA foi avaliada em salmão (Salmo salar) (Horsberg 
et al., 1994; Varma, 1994), truta arco-iris (Oncorhyncus mykiss), pargo (Sparus aurata 
L.) (Di Salvo et al., 2013), linguado japonês (Paralichthys olivaceus) (Lim et al., 2010), 
bagre americano (Ictalurus puncatus) (Gaunt et al., 2012; Wrzesinski et al., 2006), 
tilápia do Nilo (O. niloticus) e tilápia híbrida (Feng & Jia, 2009; Feng et al., 2008; 
Gaikowsky et. al., 2010), picão verde (Stizostedion vitreum) e robalo híbrido (Morone 
saxatilis) (Kosoff et al., 2009).  
 No entanto, ainda não foram reportados estudo de depleção do florfenicol na 
espécie pacu (Piaractus mesopotamicus). O pacu é um peixe de água doce com 
origem do sistema do rio Paraná-Uruguai no Brasil e pertence à classe de peixes 
redondos.  O pacu é amplamente cultivado em países da América do Sul, com uma 
produção anual estimada, no Brasil, em 150 mil toneladas. De acordo com as 
estatísticas apresentadas pelo MPA (Ministério da Pesca e Aquicultura), em 2010, o 
cultivo desta espécie de peixes ocupa o segundo lugar no ranking de peixes cultivados 
no Brasil (Kubitza, 2013). O elevado teor de lipídeos em sua carcaça pode influenciar 
diretamente na distribuição e metabolismo de florfenicol nesta espécie de peixe 
(Paschoal et al., 2013). O pacu quando criado em sistemas intensivos, assim como a 
tilápia, pode ser acometido de doenças bacterianas e o uso de antimicrobianos é 
indispensável.  
 Sendo assim, é importante avaliar a depleção do FFC nesta espécie de peixe, 
considerando o manejo e as condições de cultivo adotadas no país para o 
estabelecimento do período de carência.   
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O principal objetivo deste trabalho foi realizar um ensaio de depleção do 
florfenicol e seu metabólito majoritário florfenicol amina em filé de pacu (Piaractus 
mesopotamicus) para estabelecimento do período de carência.   
 
IV.2 Parte experimental 
 
IV.2.1 Reagentes, padrões analíticos e equipamentos 
 
 Os reagentes, padrões analíticos e equipamentos utilizados para o 
desenvolvimento do experimento descrito neste capítulo são os mesmos relacionados 
nos itens III 2.1, III 2.2 e III 2.3 do Capítulo III. 
 
IV.2.2 Premix contendo florfenicol  
 
 O premix utilizado para o preparo de ração medicada foi o FF-50® 
comercializado pela empresa FAV Veterinary Pharmacology. 
 A composição do premix FF-50® é florfenicol e lactose monoidratada. Segundo 
o fabricante, cada grama do premix contém 500 mg do insumo farmacêutico ativo 
(florfenicol). 
 
IV.2.3 Ração  
 
 A ração comercial utilizada para este ensaio foi a Nutripeixe Crescimento 
(Purina®). A composição da ração está descrita na Tabela IV.1. 
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Tabela IV.1 - Composição da ração Nutripeixe Purina® utilizada no ensaio com pacus. 
Parâmetro Quantidade 
Umidade (máx.) 13% 
Proteína bruta (mín.) 24% 
Extrato Etéreo (mín.) 4% 
Fibra (máx.) 10% 
Cinzas (máx.) 14% 
Cálcio (máx.) 2,5%  
Fósforo (mín.) 1% 
Magnésio  700 mg 
Ferro  100 mg 
Cobre  15 mg 
Zinco  200 mg 
Manganês  30 mg 
Iodo  1 mg 
Selênio  0,3 mg 
Vitamina A  9000 UI 
Vitamina D3  3000 UI 
Vitamina E  112 UI 
Vitamina K  7,5 UI  
Ácido fólico  7,5 mg 
Biotina  0,6 mg 
Colina  500 mg 
Niacina  112 mg 
Pantotenato de cálcio  37 mg 
Tiamina  22 mg 
Riboflavina  22 mg 
Piridoxina  22 mg 
Vitamina (B12)  26 µg 
Vitamina C  150 mg 
UI: unidade internacional. 
 
IV.2.3.1 Preparo da ração medicada (Procedimento I) 
 
 O procedimento I de preparo da ração medicada foi realizado segundo 
recomendação do fabricante por um processo de adesão superficial (top coating). 
Foram preparados porções de 5 kg de ração. Para tanto, 10 g do Premix FF-50 foram 
dispersos em 55 mL de óleo vegetal. Essa mistura foi adicionada à ração disposta no 
interior de uma betoneira que foi ligada em rotação baixa e mantida por um período 
de 5 minutos. Este procedimento foi repetido por mais três vezes, totalizando a 
produção de 20 kg de ração medicada. 
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IV.2.3.2 Preparo da ração medicada (Procedimento II)   
 
 O procedimento II de preparo da ração foi baseado no primeiro procedimento. 
As mesmas quantidades de ração, premix e óleo foram empregadas. No entanto, o 
processo de adesão superficial (top coating) foi modificado. 
 A mistura produzida foi adicionada em diversos pontos dentro de um saco 
plástico transparente com dimensões (90 x 70 cm) e dispersa com movimentos 
circulares manuais até a formação de um filme fino sobre a superfície interna do 
mesmo. Posteriormente, a ração (5 kg) foi adicionada cuidadosamente de forma que 
toda ração tivesse contato com o filme. Após este procedimento o saco foi agitado 
manualmente por cinco minutos. O procedimento foi repetido por mais três vezes para 
a obtenção de 20 kg de ração medicada. 
 
IV 2.3.3 Amostragem e quantificação do FFC na ração  
 
 A amostragem da ração foi realizada retirando-se porções de 15 g em cinco 
pontos diferentes do lote de 20 kg produzido e homogeneizado. Na Figura IV.1 são 
mostrados os pontos amostrados.  
 
 
Figura IV.1 - Pontos de coleta da porção de ração para quantificação. 
 
 Cada porção da amostra de 15 g foi triturada em almofariz e uma amostra 
laboratorial de 3 g foi retirada de cada ponto coletado. O FFC foi quantificado na 
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amostra laboratorial usando o TIA como padrão interno. O padrão interno foi 
adicionado à ração antes do procedimento de preparo de amostra em uma 
concentração de 1,0 mg g-1. A quantificação do FFC na ração foi realizada por UHPLC-
DAD nas condições descritas no item III 2.6.2 deste trabalho. 
 
IV.2.4 Estudo cinético da lixiviação do FFC na interface ração água  
 
 Para o estudo de lixiviação do FFC da ração para a água, 3 g da ração 
medicada (em pellets) foram deixados em contato com 1 L de água sob leve agitação. 
Um esquema do procedimento é apresentado na Figura IV.2.  
 
 
Figura IV.2 - Representação do procedimento para o ensaio de lixiviação 
 
 Alíquotas de 1,5 mL foram retiradas nos tempos 0, 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120 e 
180 minutos. As amostras foram adicionadas do padrão interno FFC-d3 e filtradas em 
filtros de 0,22 µm. As análises para a determinação do FFC na água foram realizadas 
por SPE-UHPLC-MS/MS conforme método descrito nos itens III.2.9. Ao término do 
ensaio, todo o conteúdo remanescente de água foi removido por filtração à vácuo. O 
sólido retido (ração) foi analisado por UHPLC-DAD, conforme descrito em III.2.6 para 
a determinação do FFC e para fins de balanço de massas. Todos os ensaios foram 
realizados em triplicata. Também foram monitorados a temperatura e o pH da água 
durante os ensaios. 
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IV.2.5. Ensaio de depleção do florfenicol em pacu  
 
  Cerca de 400 peixes da espécie pacu (Piaractus mesopotamicus), na fase 
juvenil, foram adquiridos na empresa Piscicultura Santa Cândida (Fazenda Santa Rita, 
Santa Cruz da Conceição-SP). 
 Do lote de peixe foram selecionados 180 indivíduos de características de peso 
e tamanho semelhantes. Esses peixes foram transferidos para tanques com água de 
recirculação contínua com capacidade de 0,8 m3 (Figura IV.3) e aeração constante 
obtida por um difusor de ar. Em cada tanque foram alocados 15 peixes. Os ensaios 
foram realizados no Departamento de Zootecnia de Não Ruminantes da Escola de 
Ensino Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP – Piracicaba – SP), 
sob supervisão do Professor Dr. José Eurico Possebon Cyrino, no mês de março de 
2016.  
 
 
Figura IV.3 – Foto mostrando os tanques de recirculação de água usados no ensaio 
de depleção. 
 
 Um mapa com a disposição dos tanques usados nos experimentos está 
apresentado na Figura IV.4. Os peixes nos tanques marcados em azul foram 
medicados com florfenicol e os tanques numerados em branco foram usados como 
controle. Os tanques sem numeração não foram usados para esse ensaio.  
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Figura IV.4 – Mapa da disposição dos tanques usados no ensaio de depleção. 
  
 Anterior ao início do ensaio, os peixes passaram por um período de 
aclimatização de 30 dias. Durante esse período os peixes receberam uma dieta 
baseada em uma ração comercial, a Nutripeixe Engorda (Purina®). A taxa de 
alimentação foi de 1,5% do peso vivo e a dieta foi ofertada no período da manhã (9 h) 
e da tarde (17 h).  
 Para o ensaio de depleção, os peixes receberiam uma dose de florfenicol de 
10 mg kg -1 p.c. por 10 dias consecutivos. A administração do fármaco foi realizada 
via oral por meio de ração contendo florfenicol na concentração de 935,0 mg kg-1 
(preparo e determinação da concentração descrita no Capítulo III). A quantidade de 
ração a ser ofertada em cada tanque, contendo 15 peixes, foi calculada por uma 
estimativa do peso médio dos peixes de cada tanque.  
 O tratamento teve início em março de 2016 e a ração contendo FFC foi 
administrada simultaneamente para todos os tanques selecionados. Os peixes dos 
tanques controle receberam ração comercial sem FFC.  
 Após o período de tratamento, os peixes passaram a receber novamente a 
ração não medicada. Nos dias estabelecidos, 1, 3, 6, 8, 10 e 12 dias após o término 
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do tratamento, um tanque foi selecionado de forma aleatória e dez peixes foram 
sacrificados. Assim, a cada dia de depleção, um tanque era selecionado 
aleatoriamente e dez peixes eram submetidos à eutanásia por meio da sua imersão 
em uma solução saturada de benzocaína de 500 mg L-1.  
O ensaio foi aprovado pelo comitê de ética da Universidade Estadual de 
Campinas (Protocolo número 2015-39 (Anexo I e II). 
 Os peixes sacrificados foram imediatamente pesados e tomadas as medidas 
de comprimento total e padrão. Os resultados estão mostrados na Tabela IV.2. 
99 
 
 
 
Tabela IV.2 – Comprimento total, padrão e peso dos peixes. 
Depleção dia 1 Depleção dia 3 Depleção dia 6 
Tanque nº 8 Tanque nº 3 Tanque nº 4 
Peixe Peso (g) CT 
(cm) 
CP (cm) Peixe Peso 
(g) 
CT 
(cm) 
CP  
(cm) 
Peixe Peso 
(g) 
CT 
(cm) 
CP 
(cm) 
8.1 1196,0 37,0 33,5 3.1 802,0 33,5 28,5 4.1 713,9 37,5 27,0 
8.2 805,2 34,0 29,7 3.2 1035,6 36,0 31,5 4.2 530,0 31,0 24,0 
8.3 637,1 33,5 27,5 3.3 520,7 29,5 24,5 4.3 534,0 30,0 26,0 
8.4 648,2 32,0 29,0 3.4 1080,3 37,0 31,5 4.4 886,0 34,0 28,5 
8.5 709,1 32,2 28,2 3.5 547,3 30,5 25,5 4.5 534,0 36,0 25,0 
8.6 842,6 33,7 29,3 3.6 525,6 30,0 26,0 4.6 612,0 32,0 27,0 
8.7 800,3 33,5 29,0 3.7 924,0 35,0 30,0 4.7 684,0 33,0 27,0 
8.8 715,7 34,0 28,5 3.8 914,6 35,0 30,0 4.8 700,0 33,0 28,0 
8.9 671,7 31,0 26,0 3.9 414,0 28,0 23,0 4.9 762,0 33,0 28,0 
8.10 585,8 31,0 26,0 3.10 597,5 33,0 27,0 4.10 817,0 34,0 29,0 
Depleção dia 8 Depleção dia 10 Depleção dia 12 
Tanque nº 1 Tanque nº 7 Tanque nº 2 
Peixe Peso (g) CT 
(cm) 
CP (cm) Peixe Peso 
(g) 
CT 
(cm) 
CP  
(cm) 
Peixe Peso 
(g) 
CT 
(cm) 
CP  
(cm) 
1.1 684,6 33,0 27,0 7.1 1109,0 36,0 30,0 2.1 598,9 31,5 26,0 
1.2 1183,4 40,0 32,5 7.2 706,2 33,0 28,5 2.2 892,6 34,5 29,5 
1.3 642,3 32,0 27,5 7.3 886,5 34,0 28,0 2.3 656,5 32,5 27,0 
1.4 663,6 32,0 27,0 7.4 663,7 31,5 27,0 2.4 965,0 35,5 30,5 
1.5 649,1 32,0 26,5 7.5 604,3 29,5 26,0 2.5 826,6 35,5 29,0 
1.6 684,4 33,0 27,0 7.6 828,2 33,5 29,0 2.6 726,4 33,0 29,0 
1.7 671,8 34,0 28,0 7.7 1059,7 36,5 31,5 2.7 522,4 29,5 25,0 
1.8 668,9 31,5 27,0 7.8 683,8 32,0 27,0 2.8 724,2 34,0 28,0 
1.9 694,6 31,5 26,5 7.9 626,0 31,0 26,5 2.9 647,4 32,5 28,0 
1.10 671,7 33,0 27,0 7.10 721,9 31,5 27,0 2.10 498,0 29,0 25,5 
CT: comprimento total; CP:  comprimento padrão (distância do focinho até o final do pedúnculo caudal).
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IV.2.6. Coleta dos tecidos 
 
 A coleta dos tecidos (pele e músculo) foi realizada na região próxima ao dorso 
conforme mostrado na Figura IV.5. Os tecidos coletados foram acondicionados em 
sacos plásticos, identificados e transportados para o laboratório de Bioanalítica 
Paracelsus, IQ, Unicamp, em caixa de isopor com gelo seco. As amostras foram então 
imediatamente transferidas para um freezer e estocadas por um período de no 
máximo 45 dias.  
 
 
Figura IV.5 – Foto na qual são mostradas a região da coleta dos tecidos do pacu. 
 
IV.2.7 Parâmetros de qualidade da água  
 
 Desde o início do ensaio, os parâmetros de qualidade da água foram 
monitorados com auxílio de uma sonda multiparâmetros, exceto a amónia que foi 
medida com uso de um kit (Labcon, teste amônia toxica). Os valores de temperatura, 
pH, oxigênio dissolvido, salinidade e amônia total foram medidos nos tanques de 
número 1 e 7 (vide Figura IV.4) e os resultados estão apresentados na Tabela IV.3. 
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Tabela IV.3 - Parâmetros indicativos da qualidade da água. 
Parâmetros de qualidade de água  
Dias Tanque Temperatura (°C) pH 
Oxigênio 
dissolvido  
(mg L-1) 
Salinidade 
(%) 
Amônia 
total 
(mg L-1) 
Período de Tratamento 
1 1 25,9 7,4 3,8 0,26 0,5 7 25,9 7,3 4,1 0,26 0,5 
2 1 25,8 7,2 3,3 0,26 0,5 7 25,7 7,2 4,7 0,26 0,5 
3 1 26,2 7,2 3,4 0,26 0,5 7 26,0 7,2 4,2 0,26 0,5 
4 1 25,8 7,8 2,9 0,22 0,5 7 25,7 7,8 4,7 0,21 0,5 
5 1 25,5 7,5 4,1 0,22 0,5 7 25,5 7,6 4,1 0,22 0,5 
6 1 25,1 7,7 3,8 0,21 0,5 7 25,1 7,6 4,7 0,22 0,5 
7 1 26,4 7,6 4,6 0,22 0,5 7 26,4 7,7 3,6 0,22 0,5 
8 1 25,9 7,8 4,8 0,22 0,5 7 25,9 7,7 4,6 0,22 0,5 
9 1 25,9 7,7 4,3 0,21 0,5 7 25,9 7,9 5,1 0,21 0,5 
10 1 25,6 7,8 4,5 0,21 0,5 7 25,6 7,7 4,4 0,21 0,5 
Período de depleção 
1 1 25,5 7,9 5,4 0,19 0,5 7 25,3 7,8 4,8 0,19 0,5 
3 1 25,9 7,8 4,8 0,22 0,5 7 25,8 7,2 3,3 0,26 0,5 
6 1 25,3 7,1 5,4 0,21 0,5 7 25,5 7,2 4,8 0,21 0,5 
8 1 25,7 7,5 4,0 0,26 0,5 7 25,6 7,4 4,2 0,26 0,5 
10 1 25,5 7,5 3,4 0,22 0,5 7 25,7 7,2 4,7 0,26 0,5 
12 1 25,4 7,2 3,3 0,22 0,5 7 25,3 7,4 4,7 0,22 0,5 
 
 
IV.2.8 Estabelecimento do período de carência 
 
 As análises de FFC e FFA foram realizadas no músculo e pele. No entanto, 
para estabelecer o período de carência foi considerado o filé (músculo e pele em 
proporção natural). Sendo assim, foi realizado um cálculo para converter as 
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concentrações dos analitos em cada tecido para o filé, levando em consideração que 
a proporção de pele para músculo é de 27% (Bombardelli et al., 2007).  
 A abordagem estatística recomendada pela Agência Europeia para Avaliação 
de Medicamentos e adota pelo JECFA foi rigorosamente seguida para estabelecer o 
período de carência (músculo com pele, em proporções naturais). Foi levado em 
consideração que a fase de eliminação terminal do fármaco nos tecidos segue um 
modelo de um compartimento.  
O ln das concentrações da somatória de FFC e FFA no filé de cada peixe (10 
peixes em cada tempo) foram plotadas em função do tempo após a última 
administração do fármaco. Valores determinados abaixo do LOQ do método foram 
considerados como LOQ/2. Os pontos em que mais de 7 peixes apresentaram níveis 
de resíduos de FFC e FFA abaixo do LOD foram excluídos do modelo, conforme 
recomendação do VICH (VICH, 2011). 
A homogeneidade das variâncias do ln da concentração para cada dia de 
depleção foi avaliada pelos testes de Cochran e Bartlett. A normalidade dos erros foi 
avaliada pelo gráfico da distribuição da frequência cumulativa dos resíduos. 
 Com todos os parâmetros que confirmam a qualidade da regressão definidos, 
o período de carência foi estimado a partir da análise da curva de regressão linear das 
concentrações (ln) de FFA+FFC em função do tempo após última administração do 
medicamento. O período de carência foi estimado no tempo em que o limite superior 
de tolerância unilateral de 95%, com um limite de confiança de 99% é menor ou igual 
ao MRL. 
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IV.3 Resultados e Discussões 
 
IV.3.1 Preparo da ração medicada 
 
 Uma vez que não existe ração com florfenicol disponível comercialmente, essa 
teve que ser preparada em laboratório. Para o ensaio de depleção seria necessário 
ter uma ração com um teor de FFC de 1000 mg/kg. O FFC é comercializado na forma 
de premix e segundo o fabricante deve ser disperso em óleo vegetal e aplicado sobre 
a ração (top coating). Para homogeneizar é recomendado o uso de misturador tipo 
betoneira. Sendo assim, o primeiro lote de ração foi preparado seguindo esse 
procedimento, o qual está descrito no item IV 2.3.1 (Procedimento I). Entretanto, este 
procedimento não permitiu a obtenção de uma ração homogênea quanto ao teor de 
FFC. Foram coletadas amostras do lote de 10 kg em diferentes pontos e a 
concentração de FFC variou de 334 a 757 mg kg-1. Portanto, essa ração medicada 
não seria adequada para ser administrada aos peixes durante os ensaios de depleção, 
no qual a dose necessita ser conhecida. A não homogeneidade do FFC na ração foi 
decorrente do pequeno volume da suspensão em relação a quantidade de ração, 
sendo assim, nem todos os pellets puderam ser recobertos com o insumo 
farmacêutico ativo. Não seria viável usar um volume maior de óleo, uma vez que isso 
afeta a palatabilidade da ração e poderia impactar negativamente sobre o consumo 
desta pelos peixes.  
 Em decorrência disto, foi avaliada outra forma de produzir uma ração com teor 
homogêneo de FFC (Procedimento II). Seria necessário que toda a ração entrasse 
em contato com a suspensão. Sendo assim, foi aplicado um filme fino da suspensão 
do premix-óleo (10 g do premix em 55 mL de óleo vegetal) em um saco plástico de 90 
cm x 70 cm de dimensão.  Após a deposição do filme foram introduzidos 5 kg de ração 
o que representaria uma camada de pellets da ração no interior do saco plástico. A 
ração foi movimentada vagarosamente nas paredes para permitir a adsorção do filme 
na superfície dos pellets em seguida agitada vigorosamente, durante 5 min, para 
homogeneização da amostra. No total foram produzidos 20 kg de ração com FFC que 
foram acondicionados em uma caixa plástica com tampa. Amostragens foram 
realizadas conforme descrito no item IV 3.3.3 e o FFC determinado por UHPLC-DAD 
usando o método validado. As concentrações determinadas em 5 amostras de 
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laboratório coletadas em diferentes partes do lote de ração produzido estão 
apresentadas na Tabela IV.4.  
 
Tabela IV.4 - Resultado do doseamento da ração medicada com florfenicol. 
 
Amostras 
Concentração de 
FFC na ração  
(mg kg-1) 
Concentração 
média de FFC 
na ração  
(mg kg-1) 
Coeficiente 
de 
variação 
(%) 
1 870,6   
2 936,0   
3 904,6 935 5,4 
4 964,0   
5 999,0   
 
 
 Os resultados obtidos evidenciaram que o Procedimento II seria adequado para 
o preparo da ração medicada e para a finalidade pretendida. O teor médio de FFC foi 
de 935  63 mg kg-1 com um nível de confiança de 95%.  
 
IV.3.2 Estudo cinético da lixiviação do FFC na interface ração-água e análise de 
águas provenientes de sistemas de cultivo 
 
 A lixiviação do fármaco da ração para a água é um parâmetro importante a ser 
avaliado, uma vez que o ensaio de depleção com os peixes seria realizado em tanques 
de recirculação de água e a ração ofertada diretamente na água, o que poderia levar 
a uma contaminação do meio.  Neste sentido seria importante avaliar em quanto 
tempo os peixes deveriam consumir a ração com um mínimo de lixiviação do fármaco 
para a água. 
 Estudos preliminares indicaram a rápida lixiviação do FFC incorporado 
superficialmente na ração pelletizada para a água e, deste modo, foi realizado um 
estudo para avaliar esse fenômeno. A estabilidade quanto a integridade dos pellets 
extrusados é de 12 horas. Os testes foram realizados com ração adicionada de FFC, 
a qual foi empregada nos ensaios de depleção. A ração foi deixada em contato com 
água e em tempos determinados (0, 5, 10, 20, 30, 60, 90, 120 e 180 minutos) alíquotas 
de água foram amostradas e o FFC determinado por SPE-UHPLC-MS/MS. O pH da 
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água foi de 7,8 ± 0,2 e a temperatura de 25 ± 1 ºC. Os resultados obtidos estão 
apresentados na Figura IV.6. O ensaio completo foi realizado em triplicata. 
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Figura IV.6 - Perfil cinético de lixiviação do florfenicol a partir de uma ração medicada 
com 369 mg kg-1 de FFC. 
 
 Os dados experimentais apontam para uma cinética de lixiviação do FFC na 
interface ração-água descrita por um modelo exponencial representado na Equação 
3.  
 
𝑌௧ = 𝑌଴+ 𝐴𝑒ோబ௧                                     Equação 3 
 
Onde, Y é a concentração de FFC no tempo t, Y0 é o intercepto da constante 
de velocidade de lixiviação e R0 é a constante de velocidade de lixiviação. 
Usando esse modelo, os dados obtidos para o ensaio cinético de lixiviação do 
FFC incorporado em ração se ajustam a equação 𝑌௧ = 96,05 − 92,13𝑒ି଴,଴ହଷଷ௧ com um 
R2 de 0,986. A partir dos dados e da Equação 4, foi possível estimar um tempo de 
meia vida de 13 minutos. 
 
𝑡ଵ/ଶ =
଴,଺ଽଷ
ோబ
                                              Equação 4 
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Cabe destacar que essa ração tinha sido preparada meses antes deste ensaio 
e no intuito de avaliar se teria alguma diferença no processo de lixiviação com uma 
ração na qual a o FFC tenha sido recentemente incorporado, o mesmo foi repetido 
com uma ração medicada recém preparada.  
 Para a ração fortificada com FFC recém preparada, os dados se ajustaram a 
equação 𝑌௧ = 95,39 − 88,23𝑒ି଴,଴଺ଽ଺  com um R2 de 0,978. O t1/2 para a ração medicada 
recém preparada foi estimado em 10 minutos.  
Os resultados obtidos sugerem que o FFC tende a lixiviar para a água, 
independente do tempo em que o FFC foi incorporado na ração. Como o FFC é pouco 
lipofílico, a camada de óleo sob a ração não favorece a sua permanência nos pellets. 
Esses dados são importantes a serem considerados nos ensaios de depleção com 
peixes. A ração deve ser ofertada aos peixes na forma que sejam consumidos no 
menor tempo possível. Pellets não consumidos devem ser removidos do tanque. 
 
IV.3.3 Estabelecimento do período de carência 
 
 O estabelecimento do período de carência é importante no contexto da 
segurança dos alimentos. É o período em que o peixe pode ser abatido após a última 
medicação sem oferecer riscos à saúde dos consumidores, ou seja, os resíduos do 
fármaco e/ou seus metabólitos se encontram abaixo do limite máximo de resíduo 
(MRL). O FFC ainda não passou por avaliação toxicológica pelo JECFA, mas foi 
avaliado pela Agência Europeia de Avaliação de Produtos Veterinários (CVMP), tendo 
sido estabelecido um MRL para peixes de 1000 µg kg-1 (músculo e pele em proporção 
natural) para a somatória de FFC e metabólitos, expressos como FFA. Esse MRL foi 
estabelecido com base em uma ADI microbiológica de 180 µg/pessoa dia-1 (EMEA, 
2000). 
 O ensaio de depleção foi delineado para administrar aos peixes uma dose oral 
de FFC de 10 mg kg-1 pc via ração por 10 dias consecutivos. Os peixes receberiam 
uma dieta na quantidade de 1,5% em relação ao peso corpóreo. A ração medicada foi 
ofertada apenas no período da manhã, na quantidade correspondente a 1% do peso 
corpóreo, para que os peixes consumissem de forma rápida toda a ração e que fosse 
evitado uma lixiviação do FFC da ração para a água. Para completar a dieta, no 
período da tarde os peixes foram alimentados com ração não medicada na quantidade 
de 0,5% do peso corpóreo. Considerando um peso médio dos peixes de 724 g a ração 
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medicada deveria ter uma concentração em torno de 1000 mg kg-1. A concentração 
real de FFC na ração preparada foi de 935  63 mg kg-1 com um nível de confiança 
de 95%.  
 A dose real de FFC administrada foi calculada após todos os peixes do tanque 
terem sido sacrificados e pesados, considerando a quantidade de ração ofertada em 
cada tanque. As doses de FFC administradas aos peixes nos tanques variaram de 8,9 
a 9,7 mg kg-1 p.c. 
Como etapa adicional, visando a qualidade dos resultados, foram analisadas 
amostras de água proveniente dos tanques de peixe do ensaio de depleção. Durante 
o ensaio a água dos tanques foi recirculada e percolada em filtro biológico. Esse 
sistema de filtração permite reduzir a quantidade de amônia da água que é tóxica para 
os peixes, no entanto, não seria eficiente na remoção de FFC. Neste estudo também 
foi monitorado o FFA, uma vez que esse é o metabólito do FFC e pode ser excretado 
pelos peixes. Os resultados determinados de FFC e FFA estão apresentados Figura 
IV.7. 
 
 
Figura IV.7 - Concentrações de FFC e FFA determinadas nos tanques de água 
contendo os peixes medicados com FFC (ensaio de depleção). 
 
As concentrações de FFA e FFC na água variaram de 2 a 11 µg L-1 e 5 a 12 µg L-1, 
respectivamente. No entanto, essas concentrações mostraram-se baixas em relação 
a dose administrada de forma que não influenciam os resultados obtidos nos ensaios 
de depleção. 
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 Por fim, os peixes foram sacrificados após 1, 3, 6, 8, 10, 12 e 16 dias após o 
último dia de medicação e o FFC e FFA foram determinados, separadamente, no 
músculo e pele de cada animal. Nas Tabelas IV.5 e IV.6 são apresentadas as 
concentrações de FFC e FFA determinadas em cada tecido (músculo e pele). 
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Tabela IV.5 - Concentração de FFC e FFA determinadas no músculo de pacu. 
LOQ : 10 ng g-1 e  LOD: 3 ng g-1. 
 
 
 
  
Concentração (ng g-1) 
Depleção dia 1 Depleção dia 3 Depleção dia 6 Depleção dia 8 
Peixe FFA FFC Peixe FFA FFC    Peixe FFA FFC Peixe FFA FFC 
8.1 1508 66 3.1 23 <LOD 4.1 20 <LOQ 1.1 16 <LOD 
8.2 1397 13 3.2 58 <LOD 4.2 <LOQ <LOQ 1.2 21 <LOD 
8.3 117 <LOQ 3.3 38 <LOD 4.3 <LOQ <LOQ 1.3 <LOQ <LOD 
8.4 1069 20 3.4 34 <LOD 4.4 15 19 1.4 <LOQ <LOD 
8.5 383 17 3.5 43 11 4.5 13 <LOQ 1.5 <LOQ <LOD 
8.6 581 11 3.6 43 <LOD 4.6 <LOQ <LOQ 1.6 <LOQ <LOD 
8.7 1394 132 3.7 44 <LOD 4.7 <LOQ <LOD 1.7 11 <LOD 
8.8 604 34 3.8 22 <LOD 4.8 11 <LOD 1.8 10 <LOD 
8.9 689 35 3.9 23 <LOD 4.9 12 <LOD 1.9 22 <LOD 
8.10 718 <LOD 3.10 24 20 4.10 16 <LOD 1.10 10 <LOD 
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Tabela IV.6 – Concentração de FFC e FFA determinadas na pele de pacu.  
 
LOQ: 50 ng g-1 e  LOD: 15 ng g-1. 
 
Concentração (ng g-1) 
Depleção dia 1 Depleção dia 3 Depleção dia 6 Depleção dia 8 
Peixe FFA FFC Peixe FFA FFC    Peixe FFA FFC Peixe FFA FFC 
8.1 1331 766 3.1 1202 <LOQ 4.1 622 <LOQ 1.1 116 <LOQ 
8.2 458 731 3.2 1669 53 4.2 749 <LOQ 1.2 1071 <LOQ 
8.3 223 180 3.3 1162 <LOQ 4.3 832 <LOQ 1.3 291 <LOQ 
8.4 1010 172 3.4 878 <LOQ 4.4 871 <LOQ 1.4 228 <LOQ 
8.5 578 191 3.5 1301 30 4.5 642 <LOQ 1.5 566 <LOQ 
8.6 666 157 3.6 1373 <LOQ 4.6 550 <LOQ 1.6 479 <LOQ 
8.7 1210 862 3.7 1020 <LOQ 4.7 529 <LOQ 1.7 532 <LOQ 
8.8 627 187 3.8 968 <LOQ 4.8 774 <LOQ 1.8 748 <LOQ 
8.9 793 180 3.9 1219 <LOQ 4.9 534 <LOQ 1.9 270 <LOQ 
8.10 620 157 3.10 1179 <LOQ 4.10 696 <LOQ 1.10 232 <LOQ 
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 A partir dos resultados obtidos foram plotadas as curvas de depleção 
separadamente (concentração de FFC e FFA em função do tempo) para o músculo e 
pele (Figura IV.8 e IV.9). Após 8 dias da última administração da ração medicada as 
concentrações de FFC e FFA de todos os peixes nos dois tecidos estavam abaixo do 
LOQ do método e, portanto, esses dias não foram considerados nos cálculos para o 
estabelecimento do período de carência. Os resultados obtidos indicaram que a 
depleção do FFC no pacu é rápida, ou seja, FFC é rapidamente metabolizado. Ainda, 
foi verificado que a depleção é mais lenta na pele do que o músculo.  
 
 
 
Figura IV.8 - Curva de depleção do FFC e FFA no músculo em função dos dias após 
última administração do fármaco. 
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Figura IV.9 - Curva de depleção do FFC e FFA na pele em função dos dias após 
última administração do fármaco. 
 
 A variabilidade dos resultados das concentrações de FFC e FFA observada nas 
curvas em cada tempo é justificada pela variação de peso dos peixes de um mesmo 
tanque e pela própria competição entre os peixes no consumo da ração contendo 
FFC.  
Os dados experimentais das cinéticas de eliminação foram obtidos apenas para 
FFA, o que se deve ao fato de que as concentrações de FFC logo a partir do segundo 
dia analisado encontraram-se próximas e/ou abaixo do LOQ, em ambos os tecidos 
(músculo e pele). Os resultados obtidos para o FFA são apresentados na Tabela IV.7.  
 
Tabela IV.7 - Parâmetros cinéticos da fase de eliminação do FFA nos tecidos de pacu. 
 Faixa de 
Dias 
ln C0 β t1/2 R2 
Músculo 1-6 6,14 -0,558 1,2 0,7249 
Pele 3-8 7,78 -0,226 3,1 0,5806 
 
 
Observando os dados da Tabela IV.7, nota-se uma diferença nos tempos de 
meia vida do FFA para os dois tecidos estudados, onde o t1/2 do FFA no músculo é 
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2,5 vezes menor ao t1/2 na pele, o que pode indicar uma possível capacidade dos 
resíduos de FFA em se acumular na pele. 
As determinações de FFC e FFA foram realizados no músculo e pele 
separadamente, no intuito de avaliar o perfil da depleção nestes dois tecidos. No 
entanto, para estabelecer o período de carência, foi levado em consideração o maior 
risco de exposição, ou seja, o consumo do filé. Sendo assim, foram realizados cálculos 
considerando que a pele tem uma percentagem de 27% em relação ao músculo no 
pacu (Bombardelli et al., 2007). Para as concentrações determinadas abaixo do LOQ 
assumiu-se o valor de LOQ/2 Os valores das concentrações de FFC e FFA em pele, 
músculo e filé estão apresentados na Tabela IV.8 e na Tabela IV.9. 
 
  
114 
 
 
 
Tabela IV.8 - Concentração de FFC + FFA nos tecidos (pele e músculo) em ng g-1.  
 
 
Somatória dos resíduos de FFC e FFA (ng g-1) 
Depleção dia 1 Depleção dia 3 Depleção dia 6 Depleção dia 8 
Peixe Músculo Pele Peixe Músculo Pele    Peixe Músculo Pele Peixe Músculo Pele 
8.1 1574 2097 3.1 76 1227 4.1 32 647 1.1 14 141 
8.2 1403 1189 3.2 246 1722 4.2 5 774 1.2 19 1096 
8.3 117 404 3.3 36 1187 4.3 5 857 1.3 5 316 
8.4 1089 1182 3.4 32 903 4.4 29 896 1.4 5 253 
8.5 399 770 3.5 41 1331 4.5 13 667 1.5 11 591 
8.6 592 824 3.6 175 1398 4.6 5 575 1.6 5 504 
8.7 1526 2072 3.7 36 1045 4.7 5 554 1.7 12 557 
8.8 638 814 3.8 27 993 4.8 5 799 1.8 10 773 
8.9 724 973 3.9 75 1244 4.9 11 559 1.9 18 295 
8.10 721 776 3.10 36 1204 4.10 40 721 1.10 5 257 
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Tabela IV.9 - Concentração de FFC + FFA no filé de pacu em ng g-1.  
Somatória dos resíduos de FFC e FFA (ng g-1) 
Depleção dia 1 Depleção dia 3 Depleção dia 6 Depleção dia 8 
Peixe Filé Peixe Filé Peixe Filé Peixe Filé 
8.1 2140 3.1 407 4.1 207 1.1 52 
8.2 1724 3.2 711 4.2 214 1.2 315 
8.3 226 3.3 356 4.3 236 1.3 90 
8.4 1408 3.4 276 4.4 271 1.4 73 
8.5 607 3.5 400 4.5 193 1.5 170 
8.6 815 3.6 552 4.6 160 1.6 141 
8.7 2086 3.7 318 4.7 155 1.7 162 
8.8 858 3.8 295 4.8 221 1.8 218 
8.9 986 3.9 411 4.9 162 1.9 98 
8.10 930 3.10 361 4.10 235 1.10 74 
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Para estimar o período de carência foram empregadas as normas de EMA e do 
FDA, assim como o procedimento adotado pelo JECFA. Estas recomendam que o 
período de carência pode ser determinado quando a concentração do resíduo 
encontra-se abaixo do valor de MRL estabelecido. Como critério de segurança, tem-
se o limite de tolerância que fornece um intervalo onde um percentual da população 
se localiza com determinado nível de confiança. A EMA recomenda que o período de 
carência deve ser estabelecido quando 95% da população com 99% de confiança 
estão com os resíduos abaixo do valor de MRL. Enquanto a FDA recomenda que 99% 
dos animais com 99% de confiança. De forma mais rigorosa foi estabelecido o período 
de carência segundo as recomendações da Comunidade Europeia. A curva de 
depleção na sua forma linear (ln C x t) está apresentada na Figura IV.10. 
 
.  
Figura IV.10 - Linearização da curva de FFC e FFA em músculo e pele em proporções 
naturais. Linha amarela: limite superior de tolerância de 95% com uma confiança de 
99% percentil; Linha azul: regressão linear. 
 
Para avaliar a homogeneidade das variâncias, utilizou-se o teste de Bartlett e 
Cochran, conforme recomendado pela EMEA, (1995). As variâncias dos resíduos 
foram homogêneas no intervalo da curva. A distribuição dos resíduos foi consistente 
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com a hipótese de que os dados seguem uma distribuição normal. Não foi verificado 
desvio da linearidade.  
Considerando um limite superior de tolerância de 95% com um limite de 
confiança de 99% percentil, e um MRL de 1000 µg kg-1 pode-se estimar um período 
de carência de 5 dias [temperatura da água (25,8 ± 0,3 ºC)] ou 129 graus dias (degree 
days). Cabe destacar, como o metabolismo dos peixes é dependente da temperatura 
da água é recomendado que o período de carência seja fornecido em graus dia. Não 
existem estudos farmacocinéticos e de depleção de FFC em pacu relatados na 
literatura. Portanto, os dados neste trabalho apenas podem ser comparados com 
outras espécies de peixes. 
Wrzesinski et al., (2006) estudaram os resíduos de FFC e seus metabolitos, 
quantificados como FFA, em peixe-gato (Ictalurus punctatus) após administração por 
via oral de FFC na dose de 8,1 a 9,3 mg kg-1 por 12 dias consecutivos. Vinte peixes, 
pesando em média 952 g, foram aleatoriamente escolhidos nos dias 1, 2, 4, 7, 14 e 
21 dias e sacrificados para análise. O ensaio foi conduzido a uma temperatura média 
da água de 20,7 °C. O período de carência estabelecido foi de 4 dias. 
Feng et al., (2008) estudaram a farmacocinética de FFC em tilápia analisando 
rim, fígado, bile, brânquia e músculo com pele em proporção natural. Os dados 
indicaram que a principal via de eliminação do FFC é pela bile. Resultados 
semelhantes foram reportados para o salmão (Horsberg et al., 1994). 
Di Salvo et al. (2013) estudaram os resíduos de FFC e seus metabólitos em bagre 
(Sparus aurata L.) após administração de doses diárias de FFC de 10 mg kg-1 por via 
oral, por 10 dias consecutivos. O peso médio dos peixes foi de 150 g, e a temperatura 
da água foi de 27,4 ± 2 ºC. O período de carência estabelecido para o bagre foi de 4 
dias, semelhante ao resultado obtido com o pacu neste trabalho. 
Nos trabalhos citados, o FFC e seus metabólitos foram determinados como FFA 
após conversão por uma hidrólise catalisada em meio ácido. Entretanto, para o 
presente estudo foi realizada a determinação individual de FFC e FFA, uma vez que 
em um ensaio de depleção realizado o mesmo fármaco e os seus metabólitos 
radiomarcado em filé de salmão (Horsberg et al., 1994), demonstraram que 90% dos 
compostos radiomarcados foram extraídos e o principal metabólito foi o FFA, 
representado 80% da radioatividade total. Os demais metabólitos foram também 
extraídos, entretanto em concentrações de menor importância. Desta forma, foi 
considerado um MRL de 1000 µg kg-1 para a soma de FFC e FFA no músculo e na 
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pele em proporções naturais para o estabelecimento do período de carência de FFC 
em filé de pacu. 
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Os métodos cromatográficos desenvolvidos foram adequados para a 
determinação de FFC em ração, e de FFC e FFA em tecidos de peixes e água. A 
matriz, a concentração dos analitos e o sistema de detecção são importantes na 
definição do preparo de amostras. Enquanto a extração sólido-líquido sem etapas 
adicionais de clean-up permite a quantificação de FFC em ração, um preparo de 
amostras mais elaborado foi requerido para a análise de tecidos de peixe. Para a 
extração de FFC e FFA da pele e músculo do peixe, o procedimento QuEChERS 
modificado (acetato) mostrou-se adequado para este fim. Para a determinação, foi 
desenvolvido um método UHPLC-MS/MS que permitiu a identificação, confirmação e 
quantificação dos fármacos. Os limites da detecção e quantificação no músculo de 
pacu foram de 3 e 10 ng g-1 e na pele 15 e 50 ng g-1 para FFC e FFA, respectivamente. 
Além disso, o método desenvolvido tem um caráter confirmatório (MS/MS), 
mostrando-se como um grande diferencial nos métodos de análise de tecidos em 
estudos de depleção do FFC e FFA. 
Já para a determinação de resíduos de FFC e FFA em água uma etapa de 
concentração foi necessária anterior a quantificação por UHPLC-MS/MS, tendo essa 
sido realizada por um sistema SPE on-line. 
A incorporação do florfenicol na ração segundo as informações do fabricante, 
não leva a uma produção de uma ração medicada homogênea. Foi necessário avaliar 
procedimentos alternativos e o melhor foi aplicar um filme fino de florfenicol em óleo 
vegetal sobre as paredes de um saco plástico e adicionar os pellets da ração no 
interior do saco para homogeneização. No entanto, foi preciso preparar a ração em 
pequenos lotes (5 kg) e depois homogeneizar o lote final por mistura. As análises de 
amostras tomadas em diferentes partes do lote mostraram que a homogeneidade 
quanto ao teor de FFC alcançada é aceitável. A concentração determinada variou de 
870 a 999 µg g-1 com uma estimativa do desvio padrão relativo de 5,4%. 
O método SPE-UHPLC-MS/MS desenvolvido e validado mostrou-se adequado 
para a quantificação de florfenicol e seu metabólito florfenicol amina em amostras de 
água proveniente dos tanques utilizados no ensaio de depleção. Os limites de 
quantificação e detecção foram de 1 e 0,3 µg L-1 para ambos analitos, 
respectivamente.  
A partir de um modelo matemático (exponencial) foi possível descrever a cinética 
de lixiviação do FFC na interface ração-água com R2 superiores a 0,98. O tempo de 
meia vida de lixiviação do FFC da ração para a água foi estimado em 13 minutos para 
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uma ração preparada a mais de um ano e 10 minutos para uma ração recém 
preparada, indicando que o FFC é facilmente lixiviado para a água quando 
incorporado superficialmente na ração em meio de óleo vegetal e, portanto, é 
importante que a ração seja consumida rapidamente pelos peixes. 
O ensaio envolvendo os peixes da espécie pacu (Piaractus mesopotamicus) 
permitiu estabelecer a curva de depleção do florfenicol e seu metabólito florfenicol 
amina em filé, a qual se ajusta a um modelo exponencial de primeira ordem. O tempo 
de meia vida é de 0,9 dias para uma temperatura de 25,8 ± 0,3 ºC e uma dose 
administrada de florfenicol de 10 mg/kg p.c. durante 10 dias consecutivos. O período 
de carência para a somatória de FFC e FFA em músculo com pele em proporções 
naturais, e considerando um MRL de 1000 µg kg-1 foi calculado em 5 dias (129 graus 
dia). O FFC é rapidamente metabolizado para FFA nesta espécie de peixe e a 
depleção do FFC e FFA na pele do pacu é mais lenta do que no músculo. 
Embora tenha sido detectado FFC e FFA na água dos tanques dos peixes no 
estudo de depleção, as concentrações foram menores do que 0,015 µg L-1 e não são 
significativas para serem consideradas nos resultados de depleção. A presença de 
FFC e FFA pode ser explicada pela eliminação da droga administrada aos peixes uma 
vez que também foi determinado o seu metabólito.  
Uma vez que o metabolismo dos peixes é dependente da temperatura da água 
é importante que os ensaios de depleção para o estabelecimento de período de 
carência sejam realizados nas condições ambientais do uso do medicamento.  
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